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Licht ist einer der wichtigsten abiotischen Faktoren in der Natur, der das Wachs-
tum und die Entwicklung von Organismen beeinflusst. So gewinnen Pflanzen ihre
Energie durch Photosynthese [1] und sind somit auf Sonnenlicht angewiesen. Aus
diesem Grund haben sie die Fa¨higkeit entwickelt, die Lichtverha¨ltnisse ihrer Um-
gebung wahrzunehmen und diese Information dazu zu nutzen, ihre Entwicklung
zu optimieren.
Die “Augen” der Organismen stellen Photorezeptoren dar - spezielle Moleku¨le,
aufgebaut aus einem lichtempfindlichen Chromophor und einem Apoprotein. Je
nach dem Bereich des elektromagnetischen Spektrums, auf den diese Proteine an-
sprechen, unterscheidet man bestimmte Arten von Photorezeptoren. Die Gruppe
der Phytochrome reagiert auf Licht aus dem infraroten Spektralbereich [2]. Blau-
lichtphotorezeptoren vermitteln, wie es der Name bereits andeutet, Reaktionen
auf Licht mit Wellenla¨ngen im blauen und UV-A Bereich. Zu dieser Klasse geho¨rt
neben den Cryptochromen [3] und den BLUF-Doma¨nen (Blue light sensing using
FAD) [4] die Familie der Phototropine oder Phot-Proteine [5].
Schon seit einiger Zeit sind Aktionsspektren fu¨r Prozesse bekannt, die z.B. wie das
Wachstum einer Pflanze zum Licht hin der Optimierung der Photosyntheses die-
nen. Diese deuten auf ein Flavoprotein als Photorezeptor hin. Allerdings konnte
erst 1998 ein entsprechendes Protein identifiziert werden, na¨mlich das Phototro-
pin [6]. In den Folgejahren wurden durch den Vergleich von DNA-Sequenzen viele
Phototropin-a¨hnliche Proteine gefunden, die daraufhin als Phot-Proteine bezeich-
net wurden. Dabei fanden sich sowohl in ho¨heren Pflanzen wie Arabidopsis, Hafer
4
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oder Reis als auch in der Gru¨nalge Chlamydomonas reinhardtii derartige Protei-
ne. Im Farn Adiantum capillus veneris wurde ein chima¨res Protein aus Phot und
Phytochrom entdeckt. Die Phototropine der ho¨heren Pflanzen wurden aufgrund
von Sequenzanalysen in zwei Gruppen eingeteilt, Phot1 und Phot2 [7]. Diese zei-
gen aber in ihren Funktionen Redundanzen.
Vorliegende Arbeit pra¨sentiert die Ergebnisse unserer Studie zur LOV1-Doma¨ne
aus dem Phot-Protein der Gru¨nalge Chlamydomonas reinhardtii. Im Folgenden
soll dieses Protein zuna¨chst na¨her vorgestellt werden.
1.1 Von Phot-Proteinen ausgelo¨ste biologische
Prozesse
Unter den Vertretern der Proteinfamilie der Phototropine wurde als erstes das
Phot1-Protein aus Arabidopsis thaliana identifiziert. Als erste von ihm ausgelo¨ste
biologische Reaktion wurde ihm das Wachstum von Pflanzen zum Licht hin zuge-
ordnet. Auf diese als Phototropismus bekannte Erscheinung geht schließlich der
Name dieses speziellen Photorezeptors zuru¨ck [8]. Im Weiteren wurden auch alle
Phototropin-a¨hnlichen Proteine aus den verschiedensten Organismen als Phot-
Proteine oder Phototropine bezeichnet.
Das namensgebende Pha¨nomen des Phototropismus allerdings ist nicht die ein-
zige Art von durch Licht ausgelo¨ster Bewegung in Pflanzen. Auch auf zellula¨rer
Ebene gibt es Bewegungen, die durch Licht initialisiert werden. Dies betrifft die
Stomata von Pflanzen, also die Poren in der Epidermis, der a¨ußersten Zellschicht
von Pflanzen, u¨ber die sie z.B. Gase wie CO2 mit der Umgebung austauschen.
Genetische Studien haben gezeigt, dass das O¨ffnen dieser auch Spalto¨ffnungen ge-
nannten Poren wie auch der Phototropismus in Arabidopsis gleichermaßen durch
Phot1 und Phot2 kontrolliert werden [9].
Daru¨ber hinaus tritt durch Licht stimulierte Bewegung in Pflanzen wie Arabi-
dopsis auch auf subzellula¨rem Level auf. So bewegen sich z. B. die Chloroplasten
in den Zellen als Reaktion auf Vera¨nderungen der eingestrahlten Lichtintensita¨t.
Bei niedriger Lichtintensita¨t verteilen se sich so, dass der Einfang von Licht ma-
ximiert wird. Ist die Lichtintensita¨t dagegen hoch, dann ordnen sie sich so an,
dass sie sich gegenseitig Schatten spenden, dass sie also eine mo¨gliche Scha¨digung



















Abbildung 1.1: Durch Phot1 und Phot2 aktivierte biologische und physiologische Prozesse
nach [14].
durch zu große Lichtinensita¨t vermeiden. Entsprechende Studien haben gezeigt,
dass die Reaktion bei niedriger Lichtintensita¨t (low-light accumulation response)
von Phot1 und Phot2 aktiviert wird [10], wa¨hrend im Falle der Antwort bei hoher
Lichtintensita¨t (high-light avoidance response) ausschließlich Phot2 aktiv ist [11].
Wie der Phototropismus und das O¨ffnen der Stomata dient auch die Bewegung
der Chloroplasten dazu, die Effizienz der Photosynthese zu regulieren.
Abbildung 1.1 skizziert die geschilderten biologischen Reaktionen schematisch
und vervollsta¨ndigt die Liste mit Prozessen wie z.B dem solar tracking [12], der
Blattaufweitung [13] und der raschen Inhibierung von hypocotolischem Wachs-
tum, auf die hier nicht explizit eingegangen wird.
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Abbildung 1.2: Die verschiedenen Redoxzusta¨nde des FMN: Oxidiertes Flavin, Fla-
vosemichinon-Radikal (neutral und anionisch) und Dihydroflavin. Im Kasten Nummerierung
laut IUPAC.
1.2 Flavin als Kofaktor
Flavin ist in der Natur weit verbreitet und kommt in Form von Riboflavin (Vit-
amin B2), Flavinmononukleotid (FMN) und Flavinadenindinukleotid (FAD) vor.
Da es chemisch recht vielseitig ist, ist es in vielen Proteinen als prosthetische
Gruppe eingebaut, dies zumeist nicht-kovalent. Bereits ausfu¨hrlich untersucht
wurde die Beteiligung von Flavoproteinen an Redoxprozessen im Dunkeln. In
den Katalysezyklen der Dehydrogenasen, Disulfidreduktasen und Monooxygen-
asen durchla¨uft sein Isoalloxazinring drei Redoxzusta¨nde. Diese sind in Abbildung
1.2 zusammen mit der IUPAC-Nummerierung von Flavin gezeigt. Ebenso steuern
Flavoproteine als Photorezeptoren blaulichtabha¨ngige Prozesse, deren Mechanis-
men in ju¨ngerer Zeit Gegenstand der Forschung sind.
Der bei Anwesenheit von Luftsauerstoff stabile Zustand des Flavin ist der zweifach
oxidierte, das sogenannte Flavochinon. Diesem wird durch eine Absorptionsban-
de des konjugierten Ringsystems bei 450 nm eine charakteristische gelbe Farbe
verliehen. U¨ber eine Einelektronenreduktion wird das Flavochinon zum Flavose-
michinon, dem Flavinradikal umgewandelt. Dieses ist frei in Lo¨sung nicht u¨ber
einen la¨ngeren Zeitraum stabil, es wird allerdings durch eine Proteinumgebung
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stabilisiert. Es gibt zwei verschiedene Formen des Radikals: das neutrale Flavin-
radikal mit blauer Farbe und Absorptionsmaxima bei 570 nm und 620 nm sowie
das ro¨tlich erscheinende anionische Radikal mit einer Bande bei 490 nm [15]. Wer-
den zwei Elektronen auf das Flavochinon u¨bertragen, so gelangt man schließlich
zum Dihydroflavin oder Flavohydrochinon. Darin ist das konjugierte System zu-
meist durch eine Winkelung der Struktur unterbrochen. Diese Form des Flavins
ist daher farblos und absorbiert in einer unpolaren Umgebung wie im Protein bei
340-365 nm [16].
Da der Isoalloxazinring des oxidierten Flavins u¨ber weite pH-Bereiche in sei-
ner neutralen Form vorliegt, ist das Absorptionsspektrum von FMN weitgehend
unempfindlich gegenu¨ber pH-A¨nderungen. Es weist nur eine relevante Protonie-
rungsstufe mit einem pKa-Wert von 10.3 auf, die einer Protonierung an der N(3)-
Position entspricht. Der Phosphatrest des FMN ist bei neutralem pH-Wert auf-
grund seiner pKa-Werte von 2.1 und 6.2 vollsta¨ndig deprotoniert [17].
Im Gegensatz dazu ist die Fluoreszenzintensita¨t des FMN sehr wohl vom pH-
Wert abha¨ngig. In neutraler wa¨ssriger Lo¨sung fluoresziert es relativ stark mit
einem Maximum bei 520 nm und einer Quantenausbeute von 26 % [18]. Im pH-
Bereich von 4 bis 9 ist diese Fluoreszenz konstant, wie am Beispiel des Riboflavin
gezeigt wurde [19]. U¨ber pH 9 bildet sich die nur schwach fluoreszierende an-
ionische Form, wa¨hrend unterhalb pH 4 die Emission durch Protonierung im
angeregten Zustand gequencht wird [19]. Flavoproteine fluoreszieren meist nur
schwach, was durch eine Komplexbildung mit benachbarten Aminosa¨uren erkla¨rt
wird [20]. Auch eine Reduktion des Flavins fu¨hrt zum Verlust der Fluoreszenz
[16].
1.3 Phot aus Chlamydomonas reinhardtii
1.3.1 Aufbau, Sequenz und Struktur
Allen Phot-Proteinen gemeinsam ist ihr Aufbau aus zwei LOV-Doma¨nen am
N-Terminus und einer Serin/Threonin-Kinase am C-Terminus, wie Abbildung
1.3 schematisch skizziert. Das Akronym LOV bringt zum Ausdruck, dass sol-
che Doma¨nen auf externe Signale wie Licht, Sauerstoff oder ein Potenti-
















Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau des Phot-Proteins aus Chlamydomonas reinhardtii.
al (light-, oxygen-, voltage-sensitive domains) ansprechen. LOV-Doma¨nen bil-
den eine Untergruppe der großen und vielfa¨ltigen Familie der PAS-Doma¨nen
(PER/Arnt/SIM). PAS-Doma¨nen sind in der Natur weit verbreitet und spielen
ha¨ufig eine Rolle bei der Anbindung von Kofaktoren. Jede LOV-Doma¨ne besteht
aus ca. 110 Aminosa¨uren und bindet ein Moleku¨l Flavinmononukleotid (FMN) in
vollsta¨ndig oxidiertem Zustand nicht-kovalent als prosthetische Gruppe. Die am
C-Terminus befindliche Kinase-Doma¨ne entha¨lt elf konservierte, fu¨r eine Kinase-
Doma¨ne typische Subdoma¨nen [21].
In vorliegender Arbeit war ausschließlich eine einzelne LOV1-Doma¨ne Gegen-
stand der Untersuchung.
Im Gegensatz zu ho¨heren Pflanzen entha¨lt das Genom von Chlamydomonas rein-
hardtii nur ein einzelnes Gen, das fu¨r ein Phot-Protein kodiert [22]. Die Ami-
nosa¨uresequenz zeigt Homologie zu Phot-Proteinen aus ho¨heren Pflanzen, aller-
dings ist das Protein deutlich kleiner. Berechnet wurde eine Gro¨ße von 81.4 kDa,
das isolierte Protein zeigt eine Masse von 75 kDa [23]. Mit 70 bis 80 % ist die Ho-
mologie der LOV-Doma¨nen zu Phot1 aus ho¨heren Pflanzen sogar recht hoch [22].
Insbesondere sind diejenigen Aminosa¨uren konserviert, die die Bindungstasche
fu¨r den Chromophor FMN bilden. In dem bekannten, vollsta¨ndig konservierten
Bereich NCRFLQG befindet sich auch das im weiteren Verlauf der Arbeit wich-
tige Cystein 57 [24].
Die Kristallstruktur der LOV1-Doma¨ne aus Chlamydomonas reinhardtii wurde
mit atomarer Auflo¨sung (1.9 A˚) bestimmt [24]. Sie zeigt, wie Abbildung 1.4 zu
entnehmen ist, die charakteristische Sekunda¨rstruktur der bereits genannten PAS-
Doma¨nen. Diese besteht aus drei kleineren α-Helices, einem langen helicalen Ver-
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Abbildung 1.4: Sekunda¨rstruktur der LOV1-Doma¨ne (PDB Nr. 1N9L).
bindungsstu¨ck und einer fu¨nfstra¨ngigen β-Faltblattstruktur. Abbildung 1.4 zeigt
weiterhin, dass sich der Isoalloxazinring des Chromophors FMN im Inneren der
Doma¨ne befindet, wa¨hrend sein Phosphatrest an der Oberfla¨che liegt. Die Thiol-
gruppe des reaktiven Cysteins 57 weist in der Struktur zwei verschiedene Konfor-
mationen auf, in denen sie 3.5 A˚ bzw. 4.4 A˚ von der C(4a)-Position des Flavins
entfernt ist.
1.3.2 Der Photozyklus
Eine Aktivierung eines biologischen Prozesses durch den Rezeptor Phototropin
kann man sich vereinfacht folgendermaßen vorstellen: Die LOV-Doma¨nen ab-
sorbieren durch den Chromophor FMN blaues Licht. Dadurch wird innerhalb
der LOV-Doma¨nen eine Serie photophysikalischer und photochemischer Prozes-
se initiiert. Als Folge daraus wiederum wird eine Vera¨nderung der Konformati-
on der LOV-Doma¨nen verursacht, wodurch schließlich die Kinase-Doma¨ne akti-
viert wird. Diese phosphoryliert das Protein an bestimmten Aminosa¨ureresten,
es kommt also zu einer Autophosphorylierung [25]. Der genaue Weg der Signal-
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transduktion ist augenblicklich Gegenstand der Forschung und soll hier nicht
na¨her besprochen werden. Der Fokus vorliegender Arbeit ist auf die prima¨ren
Reaktionen innerhalb der LOV-Doma¨nen gerichtet, die in dem in Abbildung 1.5
fu¨r den Fall der LOV1-Doma¨ne aus C. reinhardtii gezeigten Photozyklus zusam-
mengefasst werden [26]. In dieser Darstellung werden die einzelnen Spezies gema¨ß
der Konvention nach ihrer la¨ngstwelligen Absorptionsbande benannt.
Es ist bekannt, dass das Protein-gebundene FMN nach Absorption von blauem
Licht vom S0-Zustand (LOV1-447) in den S1-Zustand u¨bergeht und dann durch
intersystem crossing (ISC) den T1-Zustand LOV1-715 annimmt. Man vermutet,
dass es zwei verschiedene Triplett-Spezies gibt, die anhand ihres Absorptionspek-
trums nicht zu unterscheiden sind, die aber unterschiedlich schnell weiterrea-
gieren. Diese Annahme kommt in der Nomenklatur a und b bzw. den beiden
Lebensdauern 800 ns und 4 µs in Abbildung 1.5 zum Ausdruck. Jedenfalls geht
der T1-Zustand u¨ber in den Zustand LOV1-390, der als Signalzustand aufge-
fasst wird. Man nimmt an, dass die Bildung des Signalzustands eine A¨nderung
der Proteinkonformation zur Folge hat. LOV1-390 ist metastabil und kehrt ther-
misch innerhalb von Minuten in den Dunkelzustand LOV1-447 zuru¨ck. Es gibt
außerdem Hinweise auf eine photochemische Ru¨ckreaktion, wie die gestrichelte
Linie in 1.5 andeutet. [26]
Die LOV-Doma¨nen besitzen in dem hochkonservierten Bereich NCRFLQG das
reaktive Cystein, in LOV1 an Position 57. Dieser Aminosa¨ure kommt bei der
Ausbildung von LOV1-390 eine entscheidende Rolle zu. Seine Thiolfunktion ad-
diert sich na¨mlich, wie in Abbildung 1.5 gezeigt ist, an die C(4a)-Position des
FMN. Diese Struktur des Signalzustands LOV1-390 - auch Photoaddukt genannt
- wurde anhand von Mutationsexperimenten nachgewiesen, in denen das reaktive
Cystein 57 z.B. gegen die Aminosa¨ure Serin ausgetauscht wurde. Bestrahlt man
diese Mutante LOV1 C57S mit blauem Licht, dann findet zwar die Bildung des
Triplettzustands statt, aber keine Adduktbildung [26]. Dies legt nahe, dass die
photochemische Reaktion die Bildung einer kovalenten Bindung zwischen FMN
und der Seitenkette des Cystein 57 beinhaltet. Die Ausbildung dieser Struktur,
auch als Flavin-Cysteinyl-Addukt bekannt, wurde inzwischen durch eine Vielzahl
von biophysikalischen Studien besta¨tigt (vgl. [27], [28], [29], [30], [31], [32]). In ei-
ner Kristallstruktur des belichteten Zustands ist zu sehen, dass die Bindungsla¨nge
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Abbildung 1.5: Der Photozyklus der LOV1-Doma¨ne aus Chlamydomonas reinhardtii nach
[26]. Die Bezeichnug der einzelnen Spezies folgt gema¨ß der Konvention ihrer la¨ngstwelligen
Absorptionsbande. So benennt LOV1-447 den Dunkelzustand der LOV1-Doma¨ne, LOV1-715a
bzw. b den Triplettzustand und LOV1-390 den Signalzustand.







Abbildung 1.6: Absorptionsspektrum von Dunkelzustand LOV1-447 bzw. Signalzustand
LOV1-390 aus [23].
zwischen Flavin-C(4a) und dem Schwefel der Thiolgruppe 1.89 A˚ betra¨gt. Das
Flavin hat darin seine planare Struktur aufgrund der sp3-Hybridisierung des
C(4a) eingebu¨ßt. Im Vergleich zur Struktur des Dunkelzustands gibt es im Pro-
tein keine gro¨ßeren Positionsa¨nderungen [24].
Zur weiteren Charakterisierung von Dunkel- bzw. Signalzustand von LOV1 aus
Chlamydomonas reinhardtii sind in Abbildung 1.6 die entsprechenden Absorpti-
onsspektren dargestellt. Diese wurden aus [23] entnommen. Kottke berechnete das
Spektrum von LOV1-390 mit Hilfe der Singula¨rwertzerlegung aus einer Sequenz
von Spektren, die er nach Belichten einer Probe mit Hilfe eines Diodenzeilenspek-
trometers aufgenommen hatte.
1.3.3 Der Mechanismus der Photoadduktbildung
Im Photozyklus der LOV-Doma¨nen wurden bisher zwei Intermediate identifi-
ziert und charakterisiert, der Triplettzustand des Chromophors FMN und ein
Addukt des FMN mit dem benachbarten Cystein. Fu¨r weitere Intermediate gibt
es noch keine gesicherten spektroskopischen Befunde. Daher stellt sich die Frage,
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nach welchem Mechanismus die Adduktbildung ausgehend vom Triplettzustand
abla¨uft. Zu dieser Problemstellung wurden bisher drei verschiedene Lo¨sungs-
ansa¨tze vorgeschlagen. Einerseits ein ionischer bzw. ein radikalischer Reaktions-
mechanismus mit echten Intermediaten - Ion bzw. Radikal - , andererseits ein
konzertierter Prozess - also eine Reaktion ohne definiertes Intermediat.
Konzertierter Mechanismus
Im Jahre 2001 bescha¨ftigen sich Crosson und Moffat erstmalig mit der Frage
nach dem Mechanismus der Adduktbildung in einer LOV-Doma¨ne [33]. Sie ge-
hen dabei von der Forderung aus, dass ein geeignetes Modell insbesondere der
Tatsache Rechnung tragen mu¨sse, dass im Dunkeln keine Reaktion stattfinde,
dass Licht-aktiviert jedoch ein Addukt gebildet wu¨rde. Der Argumentation der
Autoren zufolge ist im Dunkelzustand der pKa-Wert des in der Bindungstasche
sitzenden Thiols so groß, dass wenig oder gar keine Adduktbildung erfolgt. Durch
Absorption eines Photons allerdings vera¨ndert sich die Ladungsverteilung des
Flavin-Rings. So zeigen PPP-Rechnungen von Song aus dem Jahre 1968 zum oxi-
dierten Zustand des Isoalloxazins, dass die Ladung und damit die Basizita¨t am
Stickstoff N(1) abnimmt bei Anregung in den T1-Zustand, wa¨hrend sie an N(5)
zunimmt [34]. Daraus schließen Crosson und Moffat, dass die Lichtanregung die
Abstraktion des Protons durch N(5) und den Angriff des entstehenden Thiolats
auf den Kohlenstoff C(4a) begu¨nstigt. Ein konzertierter Verlauf dieser beiden
Prozesse vermeidet dabei die Ausbildung einer Ladung in der Bindungstasche,
wie Abbildung 1.7 zu entnehmen ist.
Auch Fedorov et al. pla¨dieren in ihrer auf den Kristallstrukturen von LOV1 basie-
renden theoretischen Studie aus 2003 fu¨r einen solchen simultanen Verlauf der Re-
aktionsschritte [24]. Ihrer Vorstellung nach bewegt sich das Thiol-Proton wa¨hrend
der Lebensdauer des Triplettzustands zur N(5)-Position hin, wa¨hrend gleichzeitig
die Orbitalu¨berlappung des Schwefels mit dem C(4a) zunimmt und das Addukt
gebildet wird. Dem Licht schreiben sie in diesem Prozess die Rolle zu, den Orbi-
talu¨berlapp zwischen dem Thiol-H und N(5) zu ermo¨glichen und eine Zunahme
der Basizita¨t von N(5) zu gewa¨hrleisten.



































Abbildung 1.7: Konzertierter Mechanismus der Adduktbildung.
Ionischer Mechanismus
In der ersten detaillierten spektroskopischen Studie zu einer LOV2-Doma¨ne aus
A. sativa Phot1 aus dem Jahre 2001 postulieren die Autoren einen ionischen
Mechanismus der Adduktbildung [28]. Sie gehen davon aus, dass das reaktive
Cystein 57 bereits im Dunkelzustand deprotoniert vorliegt. Durch Anregung des
FMN in den T-Zustand vera¨ndert sich seine Elektronenverteilung: Der N(5) erha¨lt
eine partiell negative Ladung, der C(4a) wird partiell positiv. Daher wird N(5)
durch eine Protonen-u¨bertragende Gruppe des Proteins protoniert, wodurch die
N(5)-C(4a)-Doppelbindung in eine Einfachbindung u¨bergeht, an C(4a) entsteht
ein reaktives Carbokation. Diese positiv geladene Position wird vom Thiolat an-
gegriffen, und es entsteht das Addukt. Auch in diesem Modell wird die starke
Zunahme des pKa-Wertes des N(5) durch die Lichtaktivierung als der “moleku-
lare Schalter” der Reaktion interpretiert.
Spa¨tere Untersuchungen stehen im Widerspruch zur genannten Studie und zeigen,
dass das reaktive Cystein sowohl in LOV1 als auch in LOV2 im Dunkelszustand
in seiner protonierten Form vorliegt (vgl. [26], [30], [31]).
Eine Studie aus dem Jahr 2003, in der zeitaufgelo¨ste Absorptionspektroskopie be-
trieben wird, liefert Hinweise auf ein protoniertes FMN im Triplettzustand [32].
Die Autoren analysieren die Feinstruktur der langwelligen Absorptionsbande des
Triplettzustands in LOV2 aus A. capillus-veneris Phy3. Durch einen Vergleich mit
protoniertem und neutralem 3FMN in Wasser berechnen sie, dass ein Gemisch
aus 60% protoniertem und 30% neutralem Triplettzustand im Protein vorliegt.
Die u¨brigen 10% Absorption weisen sie einem Flavinradikal zu. Da sie von einer
Quantenausbeute der Triplettbildung von 60% und der Adduktbildung von 30%




































Abbildung 1.8: Ionischer Mechanismus der Adduktbildung u¨ber einen protonierten Triplett-
zustand des FMN.
ausgehen, ist demnach der protonierte Zustand das reaktive Intermediat. Ein ent-
sprechendes Reaktionsschema ist in Abbildung 1.8 dargestellt. Die Protonierung
des 3FMN erfolgt dabei an Position N(5). (vgl. [32], [35])
Radikalischer Mechanismus
Bereits 1978 bzw. 1979 zeigten Heelis et al. durch Blitzlichtphotolyse von Fla-
vin in Lo¨sung, dass durch Photoreaktion mit einer Vielzahl von Substraten wie
z.B. Aminosa¨uren zuna¨chst ein Flavinradikal gebildet wird (vgl. [36], [37]). Dieses
Radikal entsteht direkt aus dem Triplettzustand, und seine Bildung ist oftmals
quantitativ. Heelis schließt aus seinen Untersuchungen, dass auch eine Addukt-
bildung generell u¨ber ein radikalisches Intermediat erfolgt, er charakterisiert die
Addukte jedoch nicht na¨her [38].
Auch fu¨r die Photoreaktionen von LOV-Doma¨nen wird 2003 durch Kay et al. ein
radikalischer Mechanismus vorgeschlagen [39]. Demzufolge entsteht ein Neutral-
radikal durch einen Elektronentransfer vom reaktiven Cystein zum FMN, gefolgt
von einem Protonentransfer. Das Addukt wird anschließend, nach intersystem
crossing (ISC) vom Triplett- zum Grundzustand durch Rekombination der Radi-
kale erzeugt, wie Abbildung 1.9 zeigt (oben).
In einer theoretischen ab-initio-Studie legen Neiß und Saalfrank ebenfalls im Jahre
2003 dar, dass basierend auf energetischen Gesichtspunkten tatsa¨chlich ein radi-
kalischer Reaktionsverlauf gegenu¨ber einer ionischen Reaktion bevorzugt abla¨uft
[40]. Den Autoren zufolge ist die Spindichte am Stickstoff N(5), dem Zielatom
des Transfers, im Triplettzustand erho¨ht. Ihre Berechnungen ergeben, dass der
gu¨nstigste Reaktionspfad u¨ber die direkte U¨bertragung eines Wasserstoffradikals




































































Abbildung 1.9: Radikalischer Mechanismus der Adduktbildung. Oben: Elektronen- und Pro-
tonentransfer in einem oder zwei Schritten, dann Rekombination der Radikale. Unten: Elektro-
nentransfer, dann Rekombination der Radikale gefolgt von einem Protonentransfer.
verla¨uft und nicht, wie Kay et al. postulieren, u¨ber einen Elektronentransfer.
Abbildung 1.9 (oben) beinhaltet auch diesen mo¨glichen Verlauf der Reaktion.
Kottke et al. liefern in einer Untersuchung aus 2003 anhand eines Mutations-
experiments weitere Hinweise auf einen radikalischen Reaktionsverlauf [41]. In
einer C57M-Mutante der LOV1-Doma¨ne aus Chlamydomonas reinhardii ent-
steht nach Lichteinstrahlung eine Spezies, die die Autoren mittels Massenspek-
trometrie sowie Absorptionsspektroskopie als N(5)-alkyliertes Addukt identifi-
zieren. Diese Verbindung geht in einer thermischen Reaktion u¨ber in ein N(5)-
alkyliertes Neutralradikal, wie ein Absorptionsspektrum vermuten la¨sst. Bittl
et al. besta¨tigen diese Annahme durch Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie
(ESR) und Elektron-Kern-Doppelresonanz-Spektroskopie (ENDOR) [42]. Spezi-
ell anhand der Analyse der Hyperfeinkopplung schließen sie, dass dieses Radikal
an der N(5)-Position entweder eine CH2- oder eine CH-Gruppe tra¨gt. Die Auto-
ren beider Studien postulieren einen radikalischen Mechanismus, der sowohl die
Reaktion in der Mutante als auch den wildtypischen Reaktionsverlauf erkla¨ren
kann. Dabei treffen sie keine definitive Aussage daru¨ber, ob Elektron und Proton
nacheinander u¨bergehen oder ob vielmehr direkt ein Wasserstoffatom u¨bertragen
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wird.
Speziell auch auf diesen Punkt geht ein Beitrag von Schleicher et al. ein, der im
Jahre 2004 publiziert wurde [43]. Diese Gruppe belichtet LOV-Doma¨nen bei einer
Temperatur von 77 K und beobachtet im Falle der LOV2-Doma¨ne aus A. sati-
va die Bildung einer Spezies mit einem im Vergleich zum bei Raumtemperatur
entstandenen Photoaddukt um 15 nm rot-verschobenem Absorptionsmaximum.
Sie interpretiert diese Beobachtung im Sinne eines sukzessiven U¨bergangs von
Elektron und Proton vom reaktiven Cystein auf das FMN. In den Augen der
Experimentatoren stellt diese Form mit rot-verschobenem UV-Spektrum ein bei
derart tiefen Temperaturen eingefrorenes Zwitterion dar, das nach Elektrontrans-
fer, ISC und Rekombination der resultierenden Radikale entsteht. Demnach ist
der abschließende Schritt des Protonentransfers bei dieser Temperatur drastisch
verlangsamt oder vollsta¨ndig inhibiert. In Abbildung 1.9 ist dieser Reaktionsweg
im unteren Teil dargestellt.
Sato et al. gehen 2005 speziell der Frage nach, in welcher Form der Triplettzu-
stand des FMN vorliegt (vgl. [44], [45]). Die Autoren verwenden zu diesem Zweck
die Schwingungsspektroskopie, die eine aussagekra¨ftige Methode darstellt, wenn
es darum geht, den Protonierungsgrad einer funktionellen Gruppe zu bestimmen.
Aufgrund einer derart niedrigen Schwingungsfrequenz der SH-Funktion von 2537
cm−1 pla¨dieren sie fu¨r das Vorliegen einer SH+–Gruppe und bekra¨ftigen damit
das Modell von Schleicher et al. [43].
In den folgenden Jahren wa¨hlen verschiedene Arbeitsgruppen einen theoretischen
Ansatz zur Aufkla¨rung des Reaktionsmechismus. So beschreiben Dittrich et al.
2005 basierend auf kombinierten QM/MM-Simulationen einer vollsta¨ndigen Phot-
LOV1-Doma¨ne aus C. reinhardii einen radikalischen Reaktionspfad, demzufolge
ein Wasserstoffatom vom Cystein 57 auf das FMN u¨bertragen wird [46]. Domrat-
cheva et al. verwenden 2006 als Modellsystem Lumiflavin und Methylmerkaptan
und scha¨tzen elektronische Struktur und Energie der reaktiven Spezies mit Hil-
fe von CASSCF und MCQDPT2 quantenchemischen Methoden ab [47]. Ihrem
Vorschlag zufolge wird ebenfalls durch einen konzertierten Elektronen- und Pro-
tonentransfer ein biradikalischer Komplex gebildet, der in das Addukt zerfa¨llt.
Zikihara et al. bescha¨ftigen sich 2006 mit einer LOV-Doma¨ne, die nicht aus ei-
nem Phot-Protein stammt, sondern aus dem FKF1-Protein (flavin-binding Kelch
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repeat F-box ) - einem Protein, das eine wichtige Rolle in der Photoregulierung
des Blu¨hens in Arabidopsis spielt [48]. Bei ihren Untersuchungen der Photoreak-
tion dieser LOV-Doma¨ne mit Hilfe der Tieftemperatur-Absorptionsspektroskopie
beobachten sie eine Spezies, die ein a¨hnliches Absorptionsspektrum aufweist wie
Flavoproteine im anionischen Radikalzustand. Ausgehend von dieser Beobach-
tung formulieren die Experimentatoren fu¨r die FKF1-LOV-Doma¨ne einen Mecha-
nismus, der dem von Schleicher et al. [43] fu¨r Phot-LOV postulierten entspricht:
Einem anfa¨nglichen Elektronentransfer vom Cystein auf 3FMN folgt nach ISC
und Radikalrekombination ein abschließender Protonentransfer.
Den aktuellsten Beitrag zur Diskussion um den Mechansimus der Adduktbildung
liefert eine theoretische Studie von Zenichowski et al. aus dem Jahr 2007 [49]. Die
Autoren berechnen auf einem DFT/B3LYP- und MCQDPT2-Level die Energi-
en eines Modellreaktionspfads und bestimmen Spin-Bahn-Kopplungskonstanten
zwischen S0 und T1. U¨bereinstimmend mit den bereits zitierten theoretischen
Arbeiten von Neiß et al. [40], Dittrich et al. [46] und Domratcheva et al. [47]
schlagen die Autoren dieser Studie vor, dass vom reaktiven Cystein ein Was-
serstoffatom auf 3FMN u¨bertragen wird. Nach einem weiteren ISC erfolgt unter
Rekombination der Radikale die Adduktbildung.
Kapitel 2
Fragestellung
Neben anderen Photorezeptoren ist es auch die Proteinfamilie der Phototropine,
die Organismen die Fa¨higkeit verleiht, die Lichtverha¨ltnisse ihrer Umgebung
wahrzunehmen. Das Versta¨ndnis der Funktionsweise dieser natu¨rlichen Sensoren
ist im Hinblick auf die Entwicklung ku¨nstlicher Systeme von großem Interesse.
Die photosensorische Einheit der Phototropine stellen die LOV-Doma¨nen dar.
In ihnen la¨uft - initiiert durch die Einstrahlung von Licht - eine Folge von
photophysikalischen und photochemischen Reaktionen ab, die in einem Photo-
zyklus zusammengefasst werden. Insbesondere reagiert der anfa¨nglich gebildete
Triplettzustand des an die LOV-Doma¨ne gebundenen Chromophors FMN zu
einem Photoprodukt weiter - einem Addukt aus FMN und einem benachbarten
Cystein-Rest des Proteins. Der Bildungsmechanismus dieses Photoadduktes ist
bislang nicht vollsta¨ndig gekla¨rt. In der wissenschaftlichen Literatur werden
grundsa¨tzlich drei verschiedene Reaktionspfade diskutiert: ein konzertierter, ein
ionischer und ein radikalischer.
Die Zielsetzung vorliegender Dissertation war es, zur weiteren Aufkla¨rung dieses
Reaktionsmechanismus beizutragen. Zu diesem Zweck wurde ein Modellsystem
des natu¨rlichen sensorischen Apparats durch die gezielte Einfu¨hrung von Punkt-
mutationen in eine LOV-Doma¨ne und den gleichzeitigen Zusatz von externen
Reagenzien geschaffen. Durch Belichtungsexperimente mit diesem Modellsystem
sollten speziell die Intermediate eines favorisierten radikalischen Reaktionsweges
isoliert und charakterisiert werden.
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Die in den Belichtungsexperimenten untersuchten Proteindoma¨nen wurden he-
terolog mit Hilfe von E.coli -Bakterien exprimiert und durch Affinita¨tschromato-
graphie isoliert. Die hierfu¨r notwendige DNA der Doma¨nen wurde zum Teil mit
molekularbiologischen Techniken neu pra¨pariert.
Die Charakterisierung der in den Belichtungsexperimenten erzeugten Interme-
diate erfolgte durch UV/Vis-Absorptionsspektroskopie, Massenspektrometrie und
CD-Spektroskopie. Zur Auswertung der experimentell gemessenen Sequenzen von
Absorptionsspektren wurde die Singula¨rwertzerlegung herangezogen.
Kapitel 3
Materialien und Methoden
3.1 Puffer und Lo¨sungen
Puffer fu¨r die Affinita¨tschromatographie via Ni-NTA
• Sa¨ulenpuffer: 50 mM Na-Phosphat, 300 mM NaCl, pH 8.0, 0.1 mM PMSF
• Waschpuffer: Sa¨ulenpuffer + 10 mM Imidazol, pH 8.0
• Elutionspuffer: Sa¨ulenpuffer + 0.5 M Imidazol, pH 8.0
Puffer fu¨r die Affinita¨tschromatographie via Amylose Resin
• Sa¨ulenpuffer/Waschpuffer: 20 mM Tris-Cl, 0.2 M NaCl, pH 7.5, 0.1 mM
PMSF
• Elutionspuffer: Sa¨ulenpuffer + 10 mM Maltose, pH 7.5
Dialysepuffer
10 mM Na-Phosphat, 10 mM NaCl, pH 8.0, 0.1 mM PMSF
Ladepuffer (Agarose-Gel)
4 % Glycerin, 0.05 % Bromphenolblau, 0.05 % Xylenzyanoblau
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Puffer fu¨r die SDS-PAGE
• 5×-SDS-Laufpuffer: 9 g Tris, 43.2 g Glycin, 3 g SDS, ad 600 ml Wasser
• SDS-Probenpuffer: 2.0 ml 1M Tris/HCl, pH 6.8, 2.3 ml Glycerin (87 %),
1 g SDS, 154 g DTT, 5 mg Bromphenolblau, ad 10 ml Wasser
• Coomassie-Fa¨rbelo¨sung: 0.1 % (w
v
) CoomassieR© Brilliant Blue G250, 50 %
(w
v
) Methanol, 10 % (w
v
) konz. Essigsa¨ure
• Entfa¨rbelo¨sung I: 50 % (w
v
) Methanol, 10 % (w
v
) konz. Essigsa¨ure
• Entfa¨rbelo¨sung II: 10 % (w
v




STE-Puffer entha¨lt die Bestandteile 1 M Tris/HCl (pH 8.0), 0.5 M EDTA und 4
M NaCl in folgenden Mengen:
100 ml 500 ml
1 M Tris/HCl pH 8.0 1 ml 5 ml
0.5 M EDTA 200 µl 1 ml
4 M NaCl 2.5 ml 12.5 ml
TAE-Puffer
0.4 M Tris-Cl, 0.01 M EDTA-Na2-Salz, 0.2 M Essigsa¨ure, pH 8.5 ± 0.2
Tfb I-Puffer
30 mM KOAc, 50 mM MnCl2·4H2O, 100 mM KCl, 10 mM CaCl2, 15 % (w/v)
Glycerin, pH 5.8 (mit 0.2 M Essigsa¨ure einstellen)
Tfb II-Puffer
10 mM Na-MOPS pH 7.0, 10 mM KCl, 75 mM CaCl2, 15 % (w/v) Glycerin
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3.2 Na¨hrmedien
LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)
10 g Bacto-Tryptone, 5 g Bacto-Yeast-Extrakt und 10 g NaCl werden in 950 ml
bidestilliertem Wasser gelo¨st. Nachdem mit Hilfe von 5 N NaOH ein pH-Wert
von 7.0 eingestellt wurde, wird die Lo¨sung mit bidestilliertem Wasser auf 1 l auf-
gefu¨llt. Anschließend wird das Gemisch zur Sterilisation fu¨r 30 min bei 120◦C
autoklaviert (Autoklavierstation Stiefenhofer, Mu¨nchen, Deutschland).
Gegebenenfalls wird dem Na¨hrmedium vor Gebrauch das Antibiotikum Ampi-
cillin (Stammlo¨sung: 100 mg/ml, steril filtriert (Millex HA 0.45 µm, Millipore,
Eschborn, Deutschland), aliquotiert und bei -20◦C gelagert) mit einer Endkon-
zentration von 100 µg/ml zugesetzt.
LB-Platten
Sollen mit dem oben beschriebenen LB-Medium Kulturplatten gegossen werden,
so mu¨ssen unmittelbar vor dem Autoklavieren 15 g Bakto-Agar pro Liter LB-
Medium hinzugefu¨gt werden. Nach Beendigung des Autoklaviervorgangs wird
die Lo¨sung vorsichtig geschwenkt, um den geschmolzenen Agar gleichma¨ßig im
Medium zu verteilen. Wenn die Kulturplatten ein Antibiotikum enthalten sollen,
dann darf dieses dem Medium erst nach Abku¨hlen auf 50◦C zugegeben werden,
da es hitzelabil ist. Das fertige Medium wird unter der Sterilbank in Petrischalen
eines Durchmessers von 90 mm gegossen, wobei pro Schale 30 bis 35 ml Medium
beno¨tigt werden. Noch vor dem Festwerden des Mediums wird seine Oberfla¨che
mit Hilfe eines Bunsenbrenners abgeflammt, um Luftblasen zu entfernen. Sobald
die Platten fest sind, werden sie bei -4◦C gelagert.
SOB-Medium
20 g Bacto-Tryptone, 20 g Bacto-Yeast-Extrakt und 0.5 g NaCl werden in 950 ml
bidestilliertem Wasser gelo¨st. Nach vollsta¨ndiger Auflo¨sung aller Komponenten
werden 10 ml einer 250 mM KCl-Lo¨sung zugesetzt. Nachdem mit 5 N NaOH-
Lo¨sung ein pH-Wert von 7.0 eingestellt wurde, wird die Lo¨sung auf 1 l aufgefu¨llt.
Zur Sterilisation wird das Medium 30 min bei 120◦C autoklaviert. Nach dem
Erkalten werden 5 ml einer sterilen 2 M MgCl2 hinzugefu¨gt.
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SOC-Medium
SOC-Medium entha¨lt neben den Bestandteilen des SOB-Mediums zusa¨tzlich 20
mM Glucose. Nach dem Autoklavieren des SOB-Mediums la¨sst man es mindestens
bis auf 60◦C abku¨hlen und gibt dann 20 ml einer sterilen 1 M Glucose-Lo¨sung
zu.
3.3 Chemikalien und Enzyme




Fermentas GmbH, St.Leon, Deutschland
• dNTP Mix, 2mM each
• EcoRI, 10 u/µl
• GeneRulerTM 50bp DNA Ladder, 0.5 µg/µl
• HindIII, 10 u/µl




• Ammoniumperoxodisulfat, ≥ 98 %, zur Analyse
• di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, zur Analyse
• 1,4-Dithiothreitol, fu¨r biochemische Zwecke
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• Ethidiumbromid
• Essigsa¨ure
• Glycerin, etwa 87 %, zur Analyse
• Glycin, ≥ 99.7 %, fu¨r die Elektrophorese
• Isobutylalkohol, zur Analyse
• Isopropanol
• NaCl, zur Analyse
• Natriumdihrogenphosphat-Monohydrat, zur Analyse
• NiCl-Hexahydrat
• Salzsa¨ure
• Triplex R©II, zur Analyse (Ethylendinitrilotetraessigsa¨ure) ACS
New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland
• Amylose Resin
peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
• peqGold Protein-Marker I
• peqGold Protein-Marker II
Promega, Madison, USA
• Pfu DNA Polymerase, 3 u/µl
Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
• Ni-NTA Superflow (Nitrilotriessigsa¨ure)
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Roth, Karlsruhe, Deutschland
• Agarose NEEO Ultra Qualita¨t
• Bromphenolblau Natriumsalz, fu¨r die Elektrophorese
• Dialysierschla¨uche aus regenerierter Zellulose, ZelluTrans/RothR© 6.0, 10
mm, cut-off: > 10000 Da
• Ethanol, ≥ 99.8 %, zur Analyse
• Isopropylthiogalactosid (IPTG), ≥ 99 %, Dioxan-frei
• β-Merkaptoethanol, 99 %, p.a.
• Phenylmethylsulfonylfluorid, ≥ 99 %, Protease Inhibitor
• Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid/ 0.8 % Bisacrylamid)
Serva, Heidelberg, Deutschland
• Ammoniumperoxodisulfat, zur Analyse
• Coomassie R© Brilliant Blue G250 (C.I. 42655), rein
• N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
• Ampicillin Natriumsalz, ≥ 91 %
• Dialyse-Schlauch, Cellulose-Membran, Gro¨ße: 25 mm, cut-off: > 12000 Da
• Dimethylsulfid, > 99 %
• Gel Filtration Molecular Weight Markers 12400 to 200000 (MW-GF-200)
• Guanidiniumhydrochlorid, ≥ 99 %
• Imidazol, ≥ 99 %, ACS Reagenz
• Metanthiol
• Sodiumdodecylsulfat (SDS), 98.5 % GC
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USB Corporation, Cleveland, USA
• Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, zur Analyse
3.4 Plasmide
Der vollsta¨ndige cDNA-Klon (Gendatenbank accession No. AJ 416557) von Chla-
mydomonas reinhardtii Phot wurde bereits von Huang et al. isoliert und charak-
terisiert [22]. Das der Doma¨nen LOV1 C57G zugrundeliegende Plasmid wurde
von Tina Schiereis, Universita¨t Regensburg, pra¨pariert und zur Verfu¨gung ge-
stellt. Konkret wurde das Genfragment, das fu¨r die Aminosa¨uren 16-133 kodiert,
durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und zwischen EcoRI- und
HindIII-Schnittstellen (vgl. Abschnitt 3.5.3) des modifizierten Expressionsvek-
tors His-p2x so eingebaut, dass die Proteindoma¨ne zusa¨tzlich 1 Methionin, einen
His-Tag mit 12 Histidinen, 1 Glutamat und 1 Phenylalanin am N-terminalen En-
de der Vektorsequenz besitzt. His-p2x entstand aus dem Vektor pMal-p2x (New
England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) durch Entfernen des Malto-
sebindeproteins und Hinzufu¨gen von 12 Histidinen.
Auch das fu¨r die Doma¨ne LOV1 C57S kodierende Plasmid wurde von Tina
Schiereis, Universita¨t Regensburg, bereitgestellt. Das fragliche Genfragment wur-
de durch PCR amplifiziert und zwischen EcoRI- und HindIII-Schnittstellen des
modifizierten Expressionsvektors HispMal so positioniert, dass die Proteindoma¨ne
ein Maltosebindeprotein, eine Schnittstelle fu¨r die Faktor Xa Protease, 16 Histi-
dine, 1 Glutamat und 1 Phenylalanin am N-terminalen Ende der Vektorsequenz
besitzt. Hisp-Mal wurde aus dem Vektor pMal-c2x (New England Biolabs, Frank-
furt am Main, Deutschland) durch Hinzufu¨gen von 10 Histidinen abgeleitet.
Ausgehend von dem LOV1 C57G-Plasmid wurden durch ortsgerichtete Muta-
genese durch U¨berhangverla¨ngerung - eine Methode, die in Kapitel 3.5.8 na¨her
erla¨utert wird - Plasmide fu¨r die Doppelmutanten LOV1 C57G L101C, LOV1
C57G L60C, LOV1 C32S C57G und LOV1 F41Y C57G hergestellt.
Kapitel 3 Materialien und Methoden 29
3.5 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Transformation von E.coli -Bakterien
Nimmt ein Bakterium DNA z.B. in Form eines Plasmids auf, so vera¨ndern sich
in Abha¨ngigkeit von den Genen, die auf diesem DNA-Moleku¨l codiert werden,
seine Eigenschaften, es wird transformiert. Allgemein bezeichnet der Begriff der
Transformation die Aufnahme von Plasmid-DNA durch Bakterien-, Pilz-, Tier-
oder Pflanzenzellen. [50]
Einige Bakterienarten besitzen von Natur aus die Fa¨higkeit, DNA aufzunehmen.
Man spricht dann von natu¨rlicher Kompetenz der Bakterien. In der Genetik fin-
det hauptsa¨chlich der Stamm Escherichia coli (E.coli) Verwendung, der diese
Eigenschaft nicht besitzt. Es ist allerdings mo¨glich, kompetente E.coli -Bakterien
ku¨nstlich durch eine physikalische und/oder chemische Behandlung zu erzeugen.
Ein ga¨ngiges Verfahren stellt die Calciumchlorid-Methode dar, die in Abschnitt
3.6.8 na¨her erla¨utert wird. [50]
Bis heute ist nicht genau bekannt, warum diese CaCl2-Vorbehandlung bewirkt,
dass die Zellen mit gro¨ßerer Effizienz DNA aufnehmen ko¨nnen. Sowohl die zu
transformierende DNA als auch die Membran der E.coli -Zellen sind negativ ge-
laden und stoßen einander somit ab. Mo¨glicherweise lagern sich die Ca2+-Ionen
an DNA und Membran an und kompensieren so die negativen Ladungen, was zu
einer besseren Anheftung der DNA an die Membran fu¨hrt. Bei der eigentlichen
Transformation dringt die DNA - ausgelo¨st durch eine kurze Temperaturerho¨hung
auf 42◦C - in die Bakterienzelle ein. Man vermutet, dass dieser sogenannte Hit-
zeschock die Fluidita¨t der Zellmembran erho¨ht, so dass die DNA in die Zelle
gelangen kann. [51]
Durchfu¨hrung
Die kompetenten Zellen (DH10B bzw. BL21) werden langsam auf Eis aufgetaut.
10 ng Plasmid-DNA bzw. der gesamte Ligationsansatz (siehe Abschnitt 3.5.6)
werden mit 100 µl Zelllo¨sung gemischt. Das Gemisch wird mindestens 10, maxi-
mal 30 Minuten auf Eis gestellt. Dann wird fu¨r maximal 90 s auf 42◦C erhitzt.
Nach weiteren 2 Minuten auf Eis werden 500 µl SOC-Medium (siehe Abschnitt
3.2) zugegeben. Die Lo¨sung wird fu¨r 45 Minuten in ein 37◦C warmes Wasserbad
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gestellt und anschließend 1 Minute lang zentrifugiert. Der Großteil des U¨berstands
wird verworfen, im Rest werden die am Boden abgesetzten Zellen resuspendiert.
Diese Suspension wird mit Hilfe eines Drigalski-Spatels auf einer LB-Amp-Platte
(siehe Abschnitt 3.2) ausgestrichen. Die Platte wird bei 37◦C u¨ber Nacht inku-
biert.
3.5.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
In den Achtzigerjahren des 20.Jahrhunderts entwickelte der amerikanische Bioche-
miker Kary B. Mullis die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction,
PCR). Diese Methode erlaubt es, definierte Nukleinsa¨ureabschnitte ausgehend
von winzigen Mengen an DNA zu vervielfa¨ltigen, wobei lediglich die Sequenzen
an den Enden des zu amplifizierenden DNA-Stu¨cks bekannt sein mu¨ssen. Man
beno¨tigt dazu na¨mlich sogenannte Primer, kurze Oligonukleotide, die aufgrund
ihrer zu den Enden des interessierenden DNA-Bereichs komplementa¨ren Sequenz
mit der DNA hybridisieren. Wie es der Name bereits andeutet, findet außerdem
eine hitzestabile DNA-Polymerase Anwendung, wie z.B. die Polymerase I aus
Bakterien der Art Thermus aquaticus (Taq-Polymerase). Des Weiteren mu¨ssen
dem Reaktionsgemisch die vier Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) zugesetzt
werden. (vgl. [50], [51])
Abbildung 3.1 zeigt die grundlegenden Schritte eines PCR-Experiments: Im er-
sten Schritt wird das Gemisch auf 94◦C erhitzt, damit die Wasserstoffbru¨cken-
bindungen, u¨ber die die beiden DNA-Einzelstra¨nge zusammengehalten werden,
aufgebrochen werden, der DNA-Doppelstrang soll also denaturieren. Im na¨chsten
Schritt wird die Lo¨sung auf 50 bis 60◦C abgeku¨hlt, wodurch die im U¨berschuss
vorhandenen Oligonukleotidprimer an den komplementa¨ren Stellen der Ausgangs-
DNA (auch Template genannt) anhybridisieren (Annealing). Die genaue Tempe-
ratur sollte etwa 5◦C unter der Schmelztemperatur des Hybrids aus Primer und
DNA-Matrize liegen, die wiederum von der jeweiligen La¨nge der Primer bestimmt
wird. Typischerweise sind diese aus 20 bis 30 monomeren Nukleotiden aufgebaut.
Nun wird die Temperatur auf 74◦C erho¨ht, da die im Beispiel genannte Taq-
Polymerase bei dieser Temperatur ihre maximale Aktivita¨t aufweist. Das Enzym
bindet jeweils an den Komplex aus Primer und Ausgangs-DNA und synthetisiert
einen neuen DNA-Strang, der zu der als Matrize dienenden DNA komplementa¨r
Kapitel 3 Materialien und Methoden 31
Abbildung 3.1: Die grundlegenden Schritte der Polymerase-Kettenreaktion nach [50] (die
DNA-Polymerase ist nicht dargestellt).
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ist. Die Dauer des Polymerisationsschritts richtet sich nach der La¨nge des zu
erzeugenden DNA-Stu¨ckes. Fu¨r Fragmente von bis zu 1 kb sind Polymerisations-
zeiten von 30 bis 60 s vonno¨ten. Nach dem Durchlauf dieser drei Schritte liegen
statt der anfa¨nglichen zwei DNA-Stra¨nge jetzt vier vor.
Die Temperatur wird erneut auf 94◦C erho¨ht, es beginnt ein zweiter Zyklus aus
Denaturieren, Anhybridisieren und Synthese, an dessen Ende acht DNA-Stra¨nge
vorhanden sind. Wird der Zyklus 25- bis 30-mal wiederholt, so entstehen schließ-
lich durch die exponentielle Zunahme der DNA-Menge u¨ber 50 Millionen Dop-
pelstra¨nge. (vgl. [50], [51])
Durchfu¨hrung
Fu¨r pra¨parative Reaktionen wurde eine fehlerkorrigierende DNA-Polymerase (Pfu
DNA Polymerase, Promega, Madison, USA) verwendet, wa¨hrend bei analyti-
schen Ansa¨tzen die Taq-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt am Main,
Deutschland) Anwendung fand. Das jeweilige Reaktionsgemisch wurde mit Hil-
fe eines Thermocyclers der Reihe nach bei den verschiedenen Temperaturen des
Kreislaufs inkubiert. In vorliegender Arbeit wurde das Gera¨t Mastercycler gradi-
ent der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland) eingesetzt. Die ausgewa¨hlten
Temperaturprogramme bzw. die Zusammensetzungen der Reaktionslo¨sungen sind
in den Kapiteln 3.5.8 und 3.5.10 beschrieben.
3.5.3 DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen spalten im Inneren eines DNA-Moleku¨ls die Phosphor-
diesterbindungen zwischen zwei benachbarten Nukleotiden. Dabei ist bemerkens-
wert, dass diese molekularen Scheren die DNA nicht an beliebiger Stelle schnei-
den, sondern pra¨zise und reproduzierbar an bestimmten Erkennungssequenzen.
Diese Restriktionsstellen sind oftmals vier bzw. sechs, seltener acht bis zehn Ba-
senpaare lang. Bei den meisten Erkennungssequenzen handelt es sich außerdem
um sogenannte Palindrome: Der obere Strang liest sich von links nach rechts wie
der untere von rechts nach links. Der Schnitt durch die DNA kann entweder glatt
in der Mitte einer Restriktionsstelle oder versetzt erfolgen, je nachdem spricht
man von glatten (blund ends, z.B. AluI) oder klebrigen Enden (sticky ends, z.B.
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EcoRI) (siehe dazu Abbildung 3.2 links oben). (vgl. [50], [52])
Durchfu¨hrung
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Restriktionsenzyme EcoRI (GAATTC, kleb-
rig) und HindIII (AAGCTT, klebrig) der Firma Fermentas (St.Leon, Deutsch-
land) verwendet. Bei pra¨parativen Ansa¨tzen wurden etwa 2.5 µg DNA - Vektor
oder PCR-Produkt - in einem Doppelverdau mit 20 U EcoRI und 30 U HindIII
bei 37◦C fu¨r zwei bis drei Stunden inkubiert. Hierfu¨r geeignete Reaktionsbedin-
gungen wurden mit Hilfe des Puffers Tango (Fermentas, 10-fach) eingestellt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Reinstwasser zu einem Gesamtvolumen von 60 µl
aufgefu¨llt. Bei einem analytischen Verdau wurden ca. 400 ng DNA mit 5 U EcoRI
und 5 U HindIII analog zu obiger Beschreibung angesetzt. Das Gesamtvolumen
betrug in diesem Fall 10 µl.
Der Verdau wurde per Agarose-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.5.7) analy-
siert. Die gewu¨nschten DNA-Fragmente wurden im Falle eines pra¨parativen Verd-
aus mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und isoliert (vgl. Abschnitt
3.5.4).
3.5.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-
Gelen
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wird die entspre-
chende Bande mit einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten. Da Lo¨sungen
chaotroper Salze Agarose auflo¨sen, wird das DNA-Stu¨ck zuna¨chst in einer
Lo¨sung eines solchen Salzes leicht erhitzt und gevortext. Die Anwesenheit einer
hohen Konzentration eines chaotropen Salzes hat außerdem zur Folge, dass DNA
an Silica-Material bindet. Daher kann die resultierende DNA-Lo¨sung u¨ber ein
mit einer Silica-Membran bestu¨cktes Sa¨ulchen aufgereinigt werden. [53]
Die praktische Durchfu¨hrung der Aufreinigung erfolgte mit dem NucleoSpinR©
Extract II-Kit von Macherey Nagel (Du¨ren, Deutschland) nach den Angaben des
Herstellers.
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3.5.5 Bestimmung von DNA-Reinheit und -Konzentra-
tion
Die Konzentration einer DNA-Lo¨sung la¨sst sich mit Hilfe eines UV/Vis-
Photometers ermitteln. Dazu wird die Absorption einer mit Reinstwasser
1:40-verdu¨nnten Lo¨sung bei einer Wellenla¨nge von 260 nm gemessen. Es gilt die
Regel, dass bei doppelstra¨ngiger DNA eine optische Dichte (OD) von 1 einer
Konzentration von 50 µg/ml entspricht. Bestimmt man daru¨berhinaus die OD
bei einer Wellenla¨nge von 280 nm, so ist u¨ber das Verha¨ltnis OD260
OD280
die Reinheit
der DNA-Lo¨sung abzuscha¨tzen: Eine proteinfreie Lo¨sung sollte einen Quotienten
von 1.8-2.0 aufweisen. (vgl. [53], [54])
In vorliegender Arbeit wurde zur Messung der OD das Photometer GeneQuant
II der Firma Pharmacia (Mu¨nchen, Deutschland) verwendet.
3.5.6 Ligation von DNA-Fragmenten
Der Begriff Ligation bezeichnet die Verknu¨pfung von DNA-Fragmenten unter
Ausbildung von Phosphodiesterbindungen mit Hilfe des Enzyms DNA-Ligase.
Mo¨chte man zwei Stu¨cke mit glatten Enden miteinander verbinden, so verla¨uft
diese Reaktion allerdings nicht sehr effizient. Wesentlich besser funktioniert es,
zwei Fragmente mit klebrigen Enden mit einer Ligase zu vereinigen, wie in Ab-
bildung 3.2 schematisch dargestellt ist. Passen na¨mlich die jeweils u¨berstehenden
Einzelstra¨nge zueinander, dann ko¨nnen sie u¨ber Wasserstoffbru¨cken Basenpaa-
rungen ausbilden, was in der Mitte von Abbildung 3.2 gezeigt ist. In diesem Fall
kann das Enzym also auf eine relativ stabile und somit la¨ngerlebige Struktur ein-
wirken als im Fall der glatten Enden. Wichtig ist zu erwa¨hnen, dass diese durch
die DNA-Ligase katalysierte Reaktion unter ATP-Verbrauch abla¨uft. (vgl. [50],
[53])
Durchfu¨hrung
Vektor und PCR-Produkt wurden mit EcoRI und HindIII geschnitten (siehe Ab-
schnitt 3.5.3), aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.5.4) und anschließend in einem Mol-
verha¨ltnis Vektor/PCR-Produkt von 1:3 gemischt. Die Menge an Vektor betrug
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Ligation von zwei DNA-Moleku¨len mit klebrigen
Enden nach [50] (die DNA-Ligase ist nicht gezeigt).
etwa 100-200 ng. Das Reaktionsgemisch wurde mit 5 U T4 DNA-Ligase (Fermen-
tas, St.Leon, Deutschland), 1 µl Ligationspuffer (10-fach) und 1 µl ATP-Lo¨sung
(10 mM) auf ein Gesamtvolumen von ca. 10 µl aufgefu¨llt. Zur Ligation wurde
der Ansatz u¨ber Nacht bei 10◦C inkubiert. In der anschließenden Transformation
wurde der gesamte Ligationsansatz eingesetzt (siehe Abschnitt 3.5.1).
3.5.7 Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelelektrophorese stellt die einfachste und effektivste Methode dar,
u. a. lineare, doppelstra¨ngige DNA-Fragmente von 0.2 bis 20 kb La¨nge nach ihrer
Gro¨ße aufzutrennen und die Strangla¨ngen zu bestimmen. Diese Methode beruht
darauf, dass geladene Teilchen im Gel aufgrund eines elektrischen Feldes wan-
dern, und zwar umso schneller, je kleiner sie sind. Der Grund hierfu¨r liegt in der
Siebstruktur des Agarose-Gels, dessen Poren kleineren Fragmenten einen gerin-
geren Widerstand bieten. Da die DNA aufgrund der Phosphatgruppen negativ
geladen ist, bewegt sie sich in der Gelmatrix zur positiv geladenen Anode hin.
Anwendung findet diese Methode z.B bei der Auftrennung von DNA nach einer
PCR oder nach einem Verdau mit Restriktionsenzymen. In vorliegender Arbeit
wurden 0.8-, 1.5- und 2.0-prozentige (w/v) Gele eingesetzt. Dabei ist zu beachten,
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dass die Poren im Gel umso kleiner sind, je ho¨her die Agarose konzentriert ist.
U¨blicherweise wird DNA in Agarose-Gelen mit Hilfe von Ethidiumbromid (EtBr)
sichtbar gemacht. Zu diesem Zweck werden der bereits geschmolzenen Agarose
einige Tropfen einer EtBr-Lo¨sung zugegeben, so dass dessen Konzentration etwa
0, 1 µg/ml betra¨gt. Sind die DNA-Proben auf das fest gewordene Gel aufgetragen,
interkalieren die EtBr-Moleku¨le zwischen die Basen der DNA-Moleku¨le. Der ein-
gelagerte Farbstoff kann durch UV-Licht angeregt werden und emittiert Licht im
orange-roten Bereich (590 nm). Durch die Interkalation des EtBr in Nukleinsa¨u-
ren nimmt seine Fluoreszenzintensita¨t stark zu, so dass die Fa¨rbung der DNA
auch in Gegenwart des freien EtBr im Gel deutlich sichtbar ist. (vgl. [53], [54])
Durchfu¨hrung
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurden 0.8-, 1.5- und 2.0-prozentige
(w/v) Agarose-Gele in TAE-Puffer mit 0.1 µg/ml EtBr verwendet. DNA-Proben
wurden mit Ladepuffer (5-fach) gemischt und nach Auftragung auf das Gel mit
einer maximalen Spannung von 140 V getrennt. Die DNA wurde mit UV-Licht
sichtbar gemacht, so dass ein Foto des Gels aufgenommen bzw. die fraglichen
Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten werden konnten.
3.5.8 Ortsgerichtete Mutagenese durch U¨berhang-
verla¨ngerung
Die ortsgerichtete Mutagenese durch U¨berhangverla¨ngerung (overlap extension
PCR) stellt eine ga¨ngige in vitro-Methode dar, um zielgerichtet ein bestimm-
tes Codon einer DNA-Sequenz zu vera¨ndern und damit die entsprechende Ami-
nosa¨ure auszutauschen. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von der
Einfu¨hrung einer Punktmutation. In Abbildung 3.3 sind die einzelnen Schrit-
te einer solchen Mutagenese schematisch skizziert. Zuna¨chst werden in zwei ge-
trennten PCR entsprechend zwei Fragmente der DNA-Matrize amplifiziert. In
jeder Reaktion wird ein flankierender Primer verwendet, der an jeweils ein Ende
des DNA-Stranges anhybridisiert. In Abbildung 3.3 sind das die Primer a und d.
Daneben wird jeweils ein interner Primer - in Abbildung 3.3 als Primer b und
c bezeichnet - eingesetzt, der im Bereich der einzufu¨hrenden Mutation anbindet
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung einer ortsgerichteten Mutagenese durch U¨berhang-
verla¨ngerung, modifiziert nach [55] und [56]. Primer werden mit kleinen Buchstaben benannt (a,
b, c, d), DNA-Fragmente mit großen (AB, CD). Die Summen a+b, c+d bzw. a+d bezeichnen
die jeweils mit diesen Primerpaaren durchgefu¨hrten PCR.
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Komponente PCR 1 (a+b) PCR 2 (c+d) PCR3 (a+d)
10-fach PCR-Puffer 10 µl 10 µl 10 µl
dNTP-Mix (2 mM) 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl
Primer a (100 pmol/µl) 0.5 µl — 0.5 µl
Primer b (100 pmol/µl) 0.5 µl — —
Primer c (100 pmol/µl) — 0.5 µl —
Primer d (100 pmol/µl) — 0.5 µl 0.5 µl
DNA-Matrix 20 ng 20 ng 20 ng
Pfu-Polymerase 3 U 3 U 3 U
H2O ad 100 µl ad 100 µl ad 100 µl
Tabelle 3.1: Reaktionsmischungen der PCR 1, 2 und 3.
und die nicht-passende Base entha¨lt. Die Produkte AB bzw. CD dieser beiden
PCR mit den Primerpaaren (a+b) bzw. (c+d) enthalten die gewu¨nschte Muta-
tion und u¨berlappen im Bereich dieser Mutation. In einer dritten PCR werden
beide Fragmente gemischt, denaturiert und wieder hybridisiert, so dass sich u. a.
eine Heteroduplex bildet, deren 3‘-Enden weiter aufgefu¨llt werden ko¨nnen. Durch
den U¨berlapp kann dabei das eine Fragment als Primer fu¨r das andere wirken
und umgekehrt. In Abbildung 3.3 ist diese Zwischenstufe in eckige Klammern
gestellt, die gestrichelten Linien markieren die Bereiche, die erga¨nzt werden. Da
bei der dritten Reaktion außerdem die a¨ußeren Primer a und d zugesetzt werden,
kann dieses aufgefu¨llte DNA-Fragment durch PCR vervielfa¨ltigt werden. (vgl.
[57], [58])
Durchfu¨hrung
Bei den pra¨parativen PCR dieses Abschnitts wurde stets die fehlerkorrigierende
Pfu-Polymerase (Promega, Madison, USA) eingesetzt. Es wurden die in Tabelle
3.1 aufgefu¨hrten Reaktionsmischungen angesetzt. Das fu¨r die PCR 1 und 2 jeweils
verwendete Temperaturprogramm ist in Tabelle 3.2 zusammengestellt. Fu¨r den
Annealing-Prozess wurden dabei die in der Tabelle aufgefu¨hrten fu¨nf verschiede-
nen Temperaturen ausprobiert. Die Schritte 2 bis 4 wurden 32-mal wiederholt.
Das Programm fu¨r die dritte PCR stimmt bis auf die Annealing-Temperatur mit
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# Dauer Temperatur Prozess
1 2 min 94◦C Initiale Denaturierung
2 15 s 94◦C Denaturierung
3 15 s 56.0, 58.1, 60.2, 62.2, 64.1◦C Annealing
4 40 s 72◦C Polymerisation
5 7 min 72◦C Abschließende Polymerisation
Tabelle 3.2: Temperaturprogramm fu¨r die PCR 1 und 2.
dem Programm aus Tabelle 3.2 u¨berein. In diesem Fall wurde hierfu¨r eine Tem-
peratur von 64◦C gewa¨hlt, die Schritte 2 bis 4 wurden 20-mal durchgefahren.
3.5.9 Pra¨paration von Plasmid-DNA
Zur Isolierung von Plasmid-DNA werden die geernteten E.coli -Zellen resus-
pendiert und mit Lysozym behandelt, um die Zellwand zu schwa¨chen. Durch
Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS) und Natronlauge (NaOH) wird die
Zelle komplett lysiert. Die Natronlauge bewirkt außerdem, dass ein pH-Wert
von 12.0 - 12.5 eingestellt wird, bei dem lineare DNA - also die in Stu¨cke
zerbrochene chromosomale DNA der Bakterien - denaturiert, nicht jedoch die
u¨berspiralisierten Plasmide. Neutralisiert man anschließend die Lo¨sung, ballen
sich die denaturierten Einzelstra¨nge der Bakterien-DNA zu einer unlo¨slichen
Masse zusammen, die wie auch die u¨brigen Zelltru¨mmer durch Zentrifugation
abgetrennt werden kann. Da unter bestimmten Voraussetzungen auch Proteine
und RNA unlo¨slich werden, wird auf diese Weise der Großteil der verunrei-
nigenden Makromoleku¨le - chromosomale DNA, RNA, Proteine - beseitigt.
Eine der Pufferlo¨sungen entha¨lt ferner das Enzym Ribonuklease, das noch
vorhandene RNA-Moleku¨le zu den Ribonukleotidbausteinen abbaut. Dem Lysat
wird daru¨berhinaus ein chaotropes Salz in hoher Konzentration zugesetzt, so
dass die Plasmid-DNA an Silica bindet (vgl. Abschnitt 3.5.4). Daher kann die
weitere Aufreinigung wieder u¨ber Zentrifugationssa¨ulchen mit Silicamembranen
erfolgen. (vgl. [50], [59])
Plasmid-DNA wurde aus 5 ml einer DH10B-U¨bernachtkultur mit Hilfe des
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Nucleospin R© Plasmid-Kits (Macherey-Nagel, Du¨ren, Deutschland) den Angaben
des Herstellers folgend pra¨pariert.
3.5.10 Kolonie-PCR
Bei einer Kolonie-PCR dienen nicht isolierte DNA-Moleku¨le als Template, son-
dern intakte Bakterienzellen, die nach einer Transformation mit Hilfe eines steri-
len Zahnstochers oder einer Pipettenspitze direkt von einer Kolonie auf einer LB-
Amp-Platte in das Reaktionsgemisch u¨bertragen werden. Durch fu¨nfminu¨tiges
Erhitzen auf 94◦C werden die Zellen lysiert, so dass u.a. die im Bakterium vor-
handene Plasmid-DNA freigesetzt wird. Setzt man nun bei der eigentlichen PCR
Primer zu, die ein mutmaßlich durch Ligation in ein Plasmid eingebautes verdau-
tes PCR-Produkt - auch Insert genannt - flankieren (Primer a und d in Abbildung
3.3), so wird dieses Insert natu¨rlich nur dann vervielfa¨ltigt, wenn es tatsa¨chlich
Teil des Plasmids ist. Durch eine anschließende Agarose-Gelelektrophorese ist zu
analysieren, ob ein DNA-Stu¨ck mit der richtigen Gro¨ße vorliegt. Die Kolonie-PCR
stellt somit eine einfache und schnelle Vorgehensweise dar, wenn man u¨berpru¨fen
mo¨chte, ob bei einer bestimmten Bakterienkolonie ein Insert wie gewu¨nscht in
ein Plasmid eingebaut wurde. (vgl. [58], [60])
Durchfu¨hrung
Bei der folgenden Darstellung wird davon ausgegangen, dass sich zehn Kolonien
auf einer Platte ausgebildet haben. Im ersten Schritt wurden in zehn PCR-Tubes
jeweils 30 µl Reinstwasser vorgelegt. Die einzelnen Kolonien wurden mit einer ste-
rilen Pipettenspitze angepickt und in einem kurzen Strich auf einer neuen Platte
ausgestrichen. Außerdem wurde die Pipettenspitze in dem entsprechenden PCR-
Tube mit Reinstwasser auf und ab bewegt, damit Bakterienzellen in das Wasser
gelangten, damit dieses also angeimpft wurde. Die PCR-Tubes wurden fu¨r 5 Mi-
nuten im Thermocycler auf 94◦C erhitzt. Dann wurden jedem Tube 20 µl eines
Master-Mixes zugesetzt. Diese Lo¨sung enthielt die fu¨r die folgende PCR notwendi-
gen Zutaten, die genaue Zusammensetzung ist in Tabelle 3.3 angegeben. Die nun
gestartete PCR verlief nach den Parametern, die in Abschnitt 3.5.8 zur dritten
PCR aufgelistet sind. Anstelle der dort beschriebenen 20 Zyklen wurden aller-
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Komponente PCR (a+d)
5-fach PCR-Puffer 100 µl
dNTP-Mix (2 mM) 25 µl
Primer a (100 pmol/µl) 2.5 µl
Primer d (100 pmol/µl) 2.5 µl
Taq-Polymerase 10 µl
H2O ad 200 µl
Tabelle 3.3: Master Mix fu¨r zehn Reaktionsansa¨tze
dings 36 durchgefahren. Fu¨r diese analytischen PCR wurde die Taq-Polymerase
(New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet.
Nach einer abschließenden Agarose-Gelelektrophorese wurde nur ausgehend von
solchen Kolonien in einer Pra¨paration DNA isoliert, die nach Kolonie-PCR und
Gelelektrophorese fu¨r positiv befunden wurden. Schließlich wurden die DNA-
Proben zum Sequenzieren zur Firma Eurofins MWG Operon nach Martinsried
geschickt.
3.6 Mikrobiologische und proteinbiochemische
Methoden
3.6.1 Proteinexpression in E.coli -Bakterien
Ausgehend von einer Glycerin-Stammkultur (siehe Abschnitt 3.6.7)wurde ein Ver-
einzelungsausstrich der Bakterien auf einer LB-Agar-Platte (siehe Abschnitt 3.2)
vorgenommen; die Platte wurde anschließend u¨ber Nacht bei 37◦C inkubiert.
Um eine Selektivita¨t des Mediums zu gewa¨hrleisten, wurde den Agar-Platten das
Antibiotikum Ampicillin mit einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugesetzt.
Alternativ zu dieser Vorgehensweise wurden kompetente Zellen (BL21) mit der
entsprechenden Plasmid-DNA transformiert (siehe Abschnitt 3.5.1) und auf LB-
Amp-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden wiederum u¨ber Nacht bei 37◦C
bebru¨tet.
Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde eine Einzelkolonie gepickt, und damit
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wurden im Falle der 12·His-fusionierten Proteine 20 ml LB/Amp-Lo¨sung (20 ml
LB-Medium (siehe Abschnitt 3.2), 20 µl steril filtrierte Ampicillin-Lo¨sung einer
Konzentration von 100 mg/ml) angeimpft. Diese Lo¨sung wurde bei 30◦C u¨ber
Nacht mit 190 rpm geschu¨ttelt (Vorkultur). Die Vorkultur bei solchen Proteinen,
die mit einem Maltosebindeprotein (MBP) fusioniert waren, erfolgte analog zu
dem beschriebenen Vorgehen, allerdings wurden dem Medium zusa¨tzlich 200 µl
einer 20%-igen Glucose-Lo¨sung zugegeben.
7 ml der Vorkultur wurden in 700 ml LB-Amp-Lo¨sung u¨bergeimpft. Diese Haupt-
kultur wurde bei 30◦C im Dunkeln mit 190 rpm geschu¨ttelt, bis die optische
Dichte (OD) der Lo¨sung bei einer Wellenla¨nge von 600 nm einen Wert zwischen
0.4 und 0.6 annahm. Dies war in der Regel nach 2 bis 3 h der Fall. Bei den
MBP-fusionierten Proteinen enthielt das Gemisch wiederum zusa¨tzlich 7 ml ei-
ner 20%-igen Glucose-Lo¨sung. Die Gegenwart von Glucose sollte dafu¨r sorgen,
dass die Konzentration an Sta¨rke abbauenden Enzymen gering gehalten wurde
und somit verhindert wurde, dass das bei der folgenden Affinita¨tschromatogra-
phie verwendete Sa¨ulenmaterial hydrolysiert wurde. Bei passender OD600 wurde
die Kultur zuna¨chst fu¨r 2 h unter Schu¨tteln mit 190 rpm auf 18◦C herunter-
geku¨hlt. Anschließend wurde die Genexpression durch Zugabe von 700 µl einer
Isopropylthiogalactosid (IPTG)-Lo¨sung einer Konzentration von 200 mg/ml in-
duziert. Zur ausreichenden Anreicherung des gewu¨nschten Proteins wurde die
Bakteriensuspension u¨ber Nacht bei 18◦C mit 190 rpm im Dunkeln geschu¨ttelt.
3.6.2 Ernten und Aufschließen von E.coli -Zellen und
Pra¨paration des Cytosols
Nach der Genexpression wurden die Bakterienzellen durch 10-minu¨tige Zentrifu-
gation mit 4000 g bei 4◦C geerntet. Das Bakterienpellet wurde in 30 ml Sa¨ulen-
puffer, dem 30 µl einer Proteaseinhibitorlo¨sung (Phenylmethylsulfonylf luorid,
PMSF) einer Konzentration von 100 mmol/l zugesetzt wurden, resuspendiert
und dann entweder bei 4◦C eingefroren und gelagert oder, wenn es sofort weiter-
verarbeitet werden sollte, in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren. Das Einfrieren
und anschließende schnelle Wiederauftauen sollte zur Zersto¨rung der Zellwa¨nde
beitragen.
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Um die Bakterienzellen vollsta¨ndig aufzubrechen, wurden sie in einem 50 ml-
Rosett-Beschallungsgefa¨ß mit einer Mikrospitze fu¨r 20 min kontinuierlich unter
Eisku¨hlung beschallt (Branson-Sonifier B15, G.Heinemann, Schwa¨bisch Gmu¨nd,
Deutschland).
Nach Aufschluss der Zellen wurde die Suspension fu¨r 20 min bei 10000 g und 4◦C
zentrifugiert (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed, Rotor: JA-25.50, Thermo
Electron Corporation, Franklin, USA). Der Ru¨ckstand enthielt nicht aufgeschlos-
sene Zellen, Zelltru¨mmer und sogenannte Einschlussko¨rper (inclusion bodies).
Dabei handelt es sich um unlo¨sliche, zusammengeballte Proteine, die nicht die
korrekte Tertia¨rstruktur angenommen haben [50]. Der U¨berstand wurde fu¨r 1
h bei 45000 g und 4◦C erneut zentrifugiert (Kontron Instruments TGA45Ultra
centrifuge, Neufahrn, Deutschland). Die nun resultierende u¨berstehende Lo¨sung
beinhaltete das Cytosol, das Pellet die Plasmamembranen. Die Lo¨sung wurde an-
schließend filtriert (RotilaboR©-Spritzenfilter, 0.45 µm, Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land). Bei allen aufgefu¨hrten Arbeitsschritten wurde mit Hilfe von Alufolie dafu¨r
gesorgt, dass die das gewu¨nschte, lichtempfindliche Protein enthaltende Lo¨sung
mo¨glichst wenig Licht ausgesetzt war.
3.6.3 Aufreinigung der 12·His-fusionierten Proteine
Die Proteindoma¨nen LOV1 C57G, LOV1 C57G L101C, LOV1 C57G L60C,
LOV1 C32S C57G und LOV1 F41Y C57G waren jeweils N-terminal mit 12
Histidin-Resten fusioniert und konnten deshalb u¨ber Ni-NTA-Sa¨ulen (Nickel-
nitrilotriacid, Quiagen, Hilden, Deutschland) aufgereinigt werden. Diese Form der
Chromatographie wird auch als Metallchelatchromatographie oder immobilized
metal affinity chromatographie (IMAC) bezeichnet. In solchen Chromato-
graphiesa¨ulen sind Nitrilotriessigsa¨ure-Moleku¨le u¨ber Spacer-Moleku¨le an eine
Agarose-Matrix gebunden. Die NTA-Moleku¨le wiederum koordinieren als 4-za¨hni-
ge Liganden Ni2+-Ionen. In nicht-beladenem Zustand fu¨llen außerdem zwei H2O-
Moleku¨le die Koordinationsspha¨re der Ni2+-Ionen auf. Werden auf die Sa¨ule
12·His-fusionierte Proteine aufgetragen, dann verdra¨ngen zwei dieser Histidin-
Reste die H2O-Moleku¨le und binden so an die Ni
2+-Ionen. Somit ist das Ziel-
Protein u¨ber den His-Tag an die Sa¨ule geknu¨pft, wa¨hrend alle anderen Proteine
und Verunreinigungen die Matrix ungehindert passieren ko¨nnen. Nachdem die
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das Protein enthaltende Matrix mit reichlich Waschlo¨sung gespu¨lt wurde, wird
das Protein durch Zugabe von Imidazol, das das Protein ersetzt und stattdessen
an die Ni2+-Ionen bindet, eluiert.
Durchfu¨hrung
Die filtrierte Proteinlo¨sung wurde auf eine mit Sa¨ulenpuffer (siehe Abschnitt 3.1)
a¨quilibrierte Ni-NTA-Sa¨ule (Sa¨ulenvolumen 30 ml) mit einer Flussrate von 1
ml/min aufgetragen. Nach Waschen der Sa¨ulenmatrix bei einer Flussrate von
ebenfalls 1 ml/min mit 800 ml Waschpuffer, dem 800 µl PMSF-Lo¨sung (Kon-
zentration 100 mmol/l) zugesetzt wurden, wurde das Ziel-Protein mit Elutions-
puffer (siehe Abschnitt 3.1) von der Sa¨ule gespu¨lt. Dabei wurden in der Regel
15 Fraktionen zu je 3 ml gesammelt. Dem Elutionspuffer wurden dementspre-
chend 45 µl PMSF-Lo¨sung (Konzentration 100 mmol/l) zugegeben. Der Verlauf
der affinita¨tschromatographischen Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (sie-
he Abschnitt 3.6.5) verfolgt. Auch beim Chromatographieren der Protein-Lo¨sung
wurde darauf geachtet, dass die Probe mo¨glichst wenig Licht ausgesetzt war.
3.6.4 Aufreinigung der MBP-fusionierten Proteine
Die Proteindoma¨ne LOV1 C57S war N-terminal mit einem Maltosebindeprotein
(MBP) verbunden und konnte somit u¨ber eine Maltoseaffinita¨tssa¨ule (Amylose
Resin, New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) aufgereinigt wer-
den. Im Falle dieser Art der Chromatographie wurde das Protein mit Hilfe einer
Maltoselo¨sung eluiert.
Durchfu¨hrung
Die filtrierte Proteinlo¨sung wurde auf eine mit Sa¨ulenpuffer a¨quilibrierte Sa¨ule
aufgetragen. Im Weiteren wurde analog zur Ni-NTA-Chromatographie verfah-
ren. Insbesondere wurde der Verlauf der Sa¨ulenaufreinigung wieder mit der SDS-
PAGE (siehe Abschnitt 3.6.5) kontrolliert.
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3.6.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese: SDS-PAGE
Geladene Moleku¨le wie Proteine oder Nukleinsa¨uren lassen sich elektrophore-
tisch auftrennen. Wa¨hrend DNA-Moleku¨le mit Hilfe von Agarose-Gelen (vgl.
Abschnitt 3.5.7) isoliert werden, finden im Falle der Proteine Polyacrylamid-Gele
Anwendung. Solche Gele entstehen durch die Polymerisation von Acrylamid
und Quervernetzung durch N, N’ -Methylenbisacrylamid. Hierbei handelt es sich
um eine radikalische Polymerisation, die durch Ammoniumperoxodisulfat (APS)
initiiert wird. N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) wirkt dabei als
Katalysator. Durch Zugabe des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat
(SDS) wird die globula¨re Strukur eines Proteins weitgehend denaturiert, und
es erha¨lt durch die Anlagerung der SDS-Moleku¨le eine negative Gesamtladung,
die zur Masse des Proteins in etwa proportional ist. Disulfidbru¨cken eines
Proteins werden daru¨ber hinaus durch den Zusatz eines Reduktionsmittels
wie Dithiothreitol (DTT) reduziert. Die SDS-Protein-Komplexe verschiedener
Proteine unterscheiden sich damit nur noch in ihrer Gro¨ße und haben ver-
gleichbare hydrodynamische Eigenschaften. Bei der Elektrophorese wandert
ein SDS-Protein-Komplex im elektrischen Feld zum Pluspol. Dabei trennt
der Molekularsiebeffekt der Polyacrylamidmatrix die Komplexe nach ihrem
Molekulargewicht auf.
Die Trenneigenschaften werden weiter verbessert durch die Verwendung eines
diskontinuierlichen Trennsystems, das aus einem oberen Sammelgel und einem
unteren Trenngel besteht. Die eigentliche Trennung nach der Gro¨ße erfolgt im
Trenngel, wa¨hrend die Proteine im ku¨rzeren und gro¨ßerporigen Sammelgel zu
einer schmalen Bande zusammengedra¨ngt werden. [61]
In vorliegender Arbeit wurden Polyacrylamidgele nach Laemmli [62] mit folgen-
den Abmessungen verwendet:
Sammelgel: b = 8.75 cm / h = 2.80 cm / t = 0.83 cm / V = 2.0 ml
Trenngel: b = 8.75 cm / h = 6.50 cm / t = 0.83 cm / V = 4.7 ml
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Sammelgel Trenngel
Komponente 4%-ig 12%-ig 15%-ig
H2O 1.83 ml 2.10 ml 1.47 ml
1.5 M Tris/HCl/pH 8.8 — 1.50 ml 1.50 ml
0.5 M Tris/HCl/pH 6.8 0.75 ml — —
10% (w/v) SDS-Lo¨sung 30 µl 60 µl 60 µl
30% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29 : 1) 0.39 ml 2.40 ml 3.03 ml
TEMED 3 µl 3 µl 3 µl
10%-ige (w/v) APS-Lo¨sung 15 µl 40 µl 40 µl
Gesamtvolumen 4 ml 8 ml 8 ml
Tabelle 3.4: Zusammensetzungen von Sammel- bzw. Trenngel.
Durchfu¨hrung
In Tabelle 3.4 sind die Zusammensetzungen von Sammel- bzw. Trenngel aufgelis-
tet. Die Gele wurden in einem Gießstand des Perfect-Blue Gel Electrophoresis
System Twin S (Peqlab, Erlangen, Deutschland) gegossen. Auch durchgefu¨hrt
wurden die Elektrophoresen mit diesem System. In einer Vorbehandlung wurden
die aus den Fraktionen der Affinita¨tssa¨ulen gezogenen Proben - in der Regel je
5 µl - mit jeweils 3 µl SDS-Probenpuffer versetzt und fu¨r 3 Minuten bei 100◦C
zur Denaturierung der Proteine und Anlagerung des SDS erhitzt. Eine Elektro-
phorese wurde bei 150 - 200 V mit Laufpuffer gefahren und und dauerte in etwa
1.5 h. Nach Beendigung der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele
in Coomassie Brilliant Blue 1 h lang unter Schwenken gefa¨rbt. Zur Entfa¨rbung
des Hintergrunds wurden die Gele nacheinander jeweils fu¨r 1 h unter Schwen-
ken in die Entfa¨rberlo¨sungen I und II gelegt. Anschließend wurden die Gele zur
Dokumentation eingescannt.
3.6.6 Dialyse
Die Methode der Dialyse wird dazu verwendet, niedermolekulare Komponenten
aus einer Lo¨sung zu entfernen oder gegen andere Bestandteile auszutauschen.
Sie wird z.B. zur Umpufferung von Proteinlo¨sungen in Vorbereitung auf eine
Kapitel 3 Materialien und Methoden 47
Sa¨ulenchromatographie oder zur Entfernung bestimmter Substanzen nach einer
solchen Chromatographie eingesetzt. Dieses Verfahren basiert auf der Verwen-
dung semipermeabler Membranen, deren Poren von Proteinen nicht durchquert
werden ko¨nnen, die aber von anorganischen Salzen oder anderen niedermolekula-
ren Verbindungen durchdrungen werden ko¨nnen. Dabei legt der cut off -Bereich
fest, Moleku¨le welcher Masse die Membran nur noch sehr eingeschra¨nkt passie-
ren ko¨nnen. In vorliegender Arbeit wurde ein Dialyseschlauch angewendet, der
Moleku¨le ab einer Masse von ca. 12400 Da zuru¨ckha¨lt.
Durchfu¨hrung
Vor Gebrauch wurden die Dialyseschla¨uche 15 Minuten lang ausgekocht. Ausge-
kochte und wieder abgeku¨hlte Schla¨uche wurden in einer 25%-igen Ethanollo¨sung
bei 4◦C gelagert.
Im Falle der 12·His-fusionierten Proteine wurden die aus der Ni-NTA-
Chromatographie resultierenden Fraktionen bei 4◦C im Dunkeln gegen 2-mal 2 l
Dialysepuffer (siehe Abschnitt 3.1) dialysiert (Cellulose-Membran, Breite im fla-
chen Zustand: 25 mm, cut off : > 12400 Da, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land), um das Imidazol aus der Lo¨sung zu entfernen. Die Dauer des Dialysevor-
gangs betrug dabei 4 h bzw. im Anschluss daran eine Nacht.
Die Fraktionen, die aus der Maltose-Affinita¨tschromatographie herru¨hrten, wur-
den auch gegen 2-mal 2 l Dialysepuffer (siehe Abschnitt 3.1) bei 4◦C im Dunkeln
dialysiert, um die Maltose aus der Lo¨sung herauszufiltern. Die Dialysedauer wur-
de analog zu vorherigem Abschnitt gewa¨hlt.
Nach der Dialyse wurden jeweils von allen Fraktionen UV/Vis-Spektren aufge-
nommen, um Konzentration und Qualita¨t der Proben zu beurteilen. Fraktionen
sehr niedriger Konzentration wurden mit Hilfe eines Zentrifugalfilters (Amicon
Ultra-5 Zentrifugalfilter, MWCO 5000, Millipore Corporation, Bredford, USA)
unter gleichbleibenden Pufferbedingungen aufkonzentriert. Die einzelnen Frak-
tionen wurden mit flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei −20◦C gelagert.
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3.6.7 Ansetzen von Glycerinkulturen
Bakterienzellen in Na¨hrmedien und als Isolierausstrich sind nur begrenzt haltbar.
Zum la¨ngeren Aufbewahren von Bakteriensta¨mmen wurden daher hierfu¨r besser
geeignete Glycerinkulturen angelegt. Zu diesem Zweck wurden 828 µl einer U¨ber-
nachtkultur - BL21 oder DH10B - mit 172 µl 87%-igen, sterilen Glycerins in einem
1.5 ml-Eppendorf-Gefa¨ß gemischt und in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren. Die
Kulturen werden bei −80◦C gelagert und sind u¨ber mehrere Jahre haltbar.
3.6.8 Herstellung kompetenter Zellen
Wie in Abschnitt 3.5.1 bereits angesprochen wurden kompetente E.coli -Zellen im
Rahmen vorliegender Arbeit mit Hilfe von Calciumchlorid hergestellt. Die Wir-
kungsweise dieser Methode ist bis heute nicht genau bekannt. Mutmaßlich lagern
sich die Ca2+-Ionen sowohl an die Bakterienmembran als auch an die DNA an
und neutralisieren deren negative Ladungen - sie heben also die gegenseitige Ab-
stoßung auf. Dies ko¨nnte zur Folge haben, dass die DNA besser an die Membran
anbinden kann. (vgl. [50], [51])
Durchfu¨hrung
Zuna¨chst wurden Bakterienzellen - BL21 oder DH10B - auf einer LB-Platte (sie-
he Abschnitt 3.2) ohne Antibiotikum ausgestrichen. Es ist darauf zu achten, dass
auch in den folgenden Schritten kein Antibiotikum verwendet wurde. Die Plat-
te wurde u¨ber Nacht bei 37◦C bebru¨tet. Eine Bakterienkolonie wurde mit einer
sterilen Pipettenspitze gepickt. Damit wurden 50 ml SOB-Medium (siehe Ab-
schnitt 3.2) angeimpft. Diese Vorkultur wurde bei 37◦C u¨ber Nacht mit 190 rpm
geschu¨ttelt. Als Hauptkultur wurden dann 200 ml SOB-Medium mit gerade soviel
Millilitern der Vorkultur beimpft, dass die optische Dichte (OD) dieser Lo¨sung
bei einer Wellenla¨nge von 528 nm ca. 0.05 betrug. Diese Kultur wiederum wurde
so lange bei 37◦C mit 190 rpm geschu¨ttelt, bis die OD528 einen Wert zwischen
0.3 und 0.4 annahm. Die Zellen wurden fu¨r 7 Minuten mit 2400 rpm bei 4◦C
abzentrifugiert (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed, Rotor: JA-25.50, Ther-
mo Electron Corporation, Franklin, USA). Das Pellet aus Bakterienzellen wurde
in eiskaltem Puffer Tfb I (siehe Abschnitt 3.1) resuspendiert und dann fu¨r 10
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Minuten (DH10B) bzw. 90 Minuten (BL21) auf Eis stehen gelassen. Im na¨chsten
Schritt wurden die Zellen fu¨r 5 Minuten mit 2000 rpm bei 4◦C erneut zentrifu-
giert. Anschließend wurde das Pellet vorsichtig in Eiswasser kreisend in 2 ml Tfb
II-Puffer (siehe Abschnitt 3.1) resuspendiert. Die Bakterien-Suspension wurde in
110 µl-Portionen auf PCR-Tubes verteilt, die ihrerseits mit flu¨ssigem Stickstoff
geku¨hlt wurden. Da die Bakterienzellen sehr empfindlich sind, ist zu beru¨cksich-
tigen, dass bei allen Arbeitsschritten auf Eis gearbeitet werden muss. Durch eine
Test-Transformation wurden die Zellen auf ihre Kompetenz hin untersucht. Die
fertigen kompetenten Zellen wurden bei −80◦C gelagert.
3.6.9 Entgasen von Proteinlo¨sungen
U¨blicherweise werden Lo¨sungen von Sauerstoff befreit, indem ein anderes Gas
wie z.B. Argon hindurchgeleitet wird. Eine andere Mo¨glichkeit besteht darin, ab-
wechselnd die u¨ber einer Lo¨sung stehende Gasatmospha¨re abzusaugen und dann
wieder Gas - z.B. Argon - daru¨berzuleiten. Durch mehrfaches Wiederholen dieser
beiden Schritte la¨sst sich effektiv Sauerstoff entfernen. Im Falle der in vorliegender
Arbeit untersuchten Proteinlo¨sungen war jedoch keines dieser beiden Verfahren
anwendbar, weil das Protein zum einen bei zu heftigem Durchblubbern eines Ga-
ses und zum anderen beim Absaugen des Gases allma¨hlich ausflockte. Dies war
auch an einer ausgepra¨gten Schaumbildung zu erkennen. Daher wurde alternativ
das im Folgenden skizzierte Vorgehen entwickelt. Die Idee zu dieser speziellen
Strategie des Entgasens von Proteinlo¨sungen stammt von Dr. Gilbert No¨ll.
Von der Glasbla¨serwerkstatt der Universita¨t Regensburg wurde ein zwei Liter fas-
sender Kolben gebaut, der seitlich einen Begasungshahn besaß. Der Schliff dieses
Kolbens sollte einerseits ausreichend groß in seinem Durchmesser sein, damit es
mo¨glich war, bestimmte Handgriffe in seinem Inneren zu ta¨tigen. Andererseits
sollte er nicht zu breit sein, so dass im offenen Zustand nicht zuviel Sauerstoff
von außen hineinstro¨mte. Als Kompromiss wurde ein 60 mm - Schliff gewa¨hlt. Mit
Hilfe dieses Kolbens konnten Proteinlo¨sungen gegen Sauerstoff-freie Pufferlo¨sun-
gen (siehe Abschnitt 3.1) dialysiert und damit entgast werden, ohne dass die
das Protein enthaltende Lo¨sung an sich einer der oben beschriebenen scha¨dlichen
Prozeduren unterzogen werden musste.
Der Kolben wurde mit knapp zwei Litern einer Pufferlo¨sung gefu¨llt, die bis auf
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das jeweilige Protein alle Bestandteile enthielt, die auch die Proteinlo¨sung auf-
wies. Das waren in der Regel NaCl (10 mM) und Na-Phosphat (10 mM) bei
einem pH-Wert von 8.0 sowie 2 ml PMSF-Lo¨sung einer Konzentration von 100
mmol/l. Durch ein Begasungsrohr wurde zuna¨chst diese Dialyselo¨sung von Sau-
erstoff befreit, indem fu¨r 30 Minuten Argon hindurchgeblubbert wurde. Die Pro-
teinlo¨sung wurde dann in das Dialysesystem Spectra/PorR© DispoDialyzerR© der
Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) gefu¨llt, das ein Fassungsvermo¨gen von 1 ml
hat und aus regenerierter Cellulose hergestellt ist. Dieser zylinderfo¨rmige (Durch-
messer etwa 1.0 cm), ca. 8 cm lange Dialyseschlauch besitzt am oberen Ende einen
Schraubverschluss, am unteren Ende ist ein kleines Gewicht eingelagert, so dass
er aufrecht im Wasser steht. Mit Hilfe einer Einmalspritze und einer kurzen Ein-
malkanu¨le (Sterican R©, Braun, Melsungen, Deutschland) wurde - innerhalb des
Kolbenschliffes im Argon-Gegenstrom - durch mehrmaliges Spu¨len mit Argon die
Luft des Gasraums u¨ber der sich im Dialyseschlauch befindlichen Proteinlo¨sung
gegen Argon ausgetauscht. Anschließend wurde der Dialyseschlauch - weiterhin
im Inneren des Kolbens und somit im Bereich des ausstro¨menden Argons - mittels
einer langen Pinzette in den Kolben gesetzt. Dann sollte der in der Proteinlo¨sung
enthaltene Sauerstoff durch Ru¨hren der Dialyselo¨sung bei 4◦C im Dunkeln u¨ber
Nacht aus der Proteinlo¨sung heraus in die umgebende Dialyselo¨sung diffundieren.
Die nun von Sauerstoff befreite Proteinlo¨sung wurde anschließend mit Hilfe ei-
ner Einmalspritze und einer langen Einmalkanu¨le (Sterican R©, Braun, Melsungen,
Deutschland), die ihrerseits zum Schutz der Dialyseschlauchmembran vor einem
Durchstechen von einer Kunststoffhu¨lle ummantelt war, aus dem Dialyseschlauch
in eine Spektroskopie-Ku¨vette u¨berfu¨hrt. Auch das Aufsaugen der Lo¨sung in die
Spritze erfolgte wiederum innerhalb des Kolbenschliffes, zudem wurde der Sau-
erstoff in der Spritze vorher durch 10-maliges Spu¨len mit Argon entfernt. Außer-
dem wurde die Ku¨vette vor dem Einfu¨llen der Proteinlo¨sung mit Argon geflutet.
Wa¨hrend des Einspritzens und sobald die Lo¨sung in die Ku¨vette gefu¨llt war,
wurde Argon durch die Ku¨vette geleitet. Allerdings wurde stets vermieden, dass
der Gasstrom direkt durch die Proteinlo¨sung ging, da dann das Protein wieder
auszuflocken drohte.
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3.6.10 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Konzentration der Lo¨sungen der LOV-Doma¨nen wurden anhand der Ex-
tinktion der Bande bei 447 nm (ǫ447 = 12500
l
mol cm
, siehe dazu Abbildung 1.6)
bestimmt. Dabei wird angenommen, dass kein freier Kofaktor FMN vorhanden
ist.
3.7 Pra¨paration der Methylmerkaptan-Lo¨sung
Methylmerkaptan (MM) ist bei Raumtemperatur gasfo¨rmig. Im Falle eines Pro-
teins ist es nicht ratsam, das Gas durch einfaches Durchleiten durch die entspre-
chende Lo¨sung zuzusetzen, da das Protein dann auszuflocken droht. Es wurde
daher zuna¨chst eine separate Lo¨sung von MM durch Durchblubbern des Gases
hergestellt, die dann dem eigentlichen Reaktionsansatz zugegeben wurde.
Als Ausgangspunkt fu¨r die MM-Lo¨sung wurde der bekannte Dialyse-Puffer aus
Abschnitt 3.1 verwendet (10 mM Na-Phosphat, 10 mM NaCl, 0.8 mM PMSF,
pH 8.0). Leitet man mit Hilfe einer Pasteur-Pipette und eines Schlauches fu¨r
10 Minuten MM durch den in einem Schlenck-Gefa¨ß befindlichen Puffer, dann
erha¨lt man eine Lo¨sung, die MM sowie sa¨mtliche Bestandteile der verwendeten
Protein-Lo¨sungen entha¨lt. Auf diese Weise vermeidet man, dass sich bei Zusatz
der MM-Lo¨sung zum Reaktionsansatz das Milieu der Protein-Doma¨ne vera¨ndert,
was zu einer Destabilisierung der Doma¨ne fu¨hren ko¨nnte. Diese Mo¨glichkeit soll-
te v.a. bei den Experimenten aus den Abschnitten 4.5.2 und 4.5.3 in Betracht
gezogen werden. Eine so pra¨parierte Lo¨sung ist zuna¨chst klar und nimmt nach
la¨ngerer Zeit allma¨hlich einen leichten Gelbton an. Sie wurde jeweils bis zu zwei
Wochen nach dem Pra¨parationszeitpunkt eingesetzt. Noch a¨ltere Lo¨sungen wur-
den nicht mehr verwendet, da sich herausstellte, dass diese nicht mehr in der
gewu¨nschten Weise reaktiv waren.
Sollte eine MM-Lo¨sung speziell fu¨r ein anaerobes Experiment pra¨pariert wer-
den, dann wird in einem ersten Schritt Argon fu¨r etwa 15 Minuten durch den
Dialyse-Puffer hindurchgeblubbert, um zuna¨chst den darin gelo¨sten Sauerstoff
auszutreiben. Im Weiteren wird dann so verfahren, wie oben beschrieben wurde.
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3.8 Analytische Methoden
3.8.1 UV/Vis-Absorptionsspektroskopie
UV/Vis-Absorptionsspektren wurden mit dem kommerziell erha¨ltlichen Zwei-
strahlphotometer Lambda 9 von Perkin Elmer (Waltham, USA) aufgenom-
men. Dabei wurde der interessierende Wellenla¨ngenbreich mit einer Geschwin-
digkeit von 480 nm
min
durchgefahren. Alternativ kam das Einstrahl-Diodenzeilen-
Spektrometer Specord S100B von Analytik Jena (Jena, Deutschland) zum Ein-
satz. Die Integrationszeit wurde dabei in der Regel auf 100 ms eingestellt.
In beiden Fa¨llen wurde ein Ku¨vettenhalter mit Durchflussthermostat (Thermo-
mix 1460, B. Braun, Melsungen, Deutschland) verwendet, der erlaubte, die Tem-
peratur wa¨hrend der Messung konstant bei 20◦C zu halten.
3.8.2 CD-Spektroskopie
Die CD-Spektroskopie wurde herangezogen, um Spezies hinsichtlich ihrer Chira-
lita¨t zu untersuchen. CD-Spektren wurden bei Raumtemperatur mit dem Jasco
J-710 CD/ORD-Spectropolarimeter von Jasco (Groß-Umstadt, Deutschland) mit
Hilfe einer Quarzku¨vette einer Schichtdicke von 0.01 cm aufgenommen. Dabei




3.9 Belichtung der Proben
In vorliegender Arbeit sollte - vereinfacht ausgedru¨ckt - die Reaktion einer LOV-
Doma¨ne auf den Einfall von blauem Licht untersucht werden. Als Lichtquelle
wurden dabei zwei Hochleistungs-LED Luxeon R© III Emitter Ko¨nigsblau (Lumi-
leds Lighting, San Jose, USA) eingesetzt, die senkrecht zum Abfragestrahl des
Spektrographen (siehe Abschnitt 3.8.1) in einem Abstand von 1 cm zueinander
direkt an der Ku¨vette positioniert waren. Das Emissionsmaximum der LED liegt
bei λ ≈ 460 nm, ihre spektrale Halbwertsbreite betra¨gt ∆λ1/2 = 20 nm.
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Abbildung 3.4: Matrizen der Singula¨rwertzerlegung fu¨r den Fall von m > n nach [69].
3.10 Singula¨rwertzerlegung (SVD)
Jede Matrix A ∈ R m×n kann gema¨ß
A = U S V T (3.1)
faktorisiert werden. Eine solche Faktorisierung ist unter dem Namen Sin-
gula¨rwertzerlegung (SVD = singular value decomposition) bekannt. Die Spal-
ten von U heißen linke und die von V rechte singula¨re Vektoren. Die Matrizen
U und V sind orthogonal, S ist eine Diagonalmatrix. Die Diagonalelemente von
S ∈ R m×n sind die singula¨ren Werte, sie sind alle nicht-negativ und ko¨nnen
stets abfallend angeordnet werden; es gilt also s1 ≥ s2 ≥ ... ≥ sp ≥ 0 mit p =
Min{m,n}. Die Diagonalmatrix S hat immer die gleiche Gro¨ße wie A, na¨mlich
(m,n); U und V sind immer quadratisch. Abbildung 3.4 skizziert die Formate der
bei der Singula¨rwertzerlegung auftretenden Matrizen fu¨r den Fall m > n schema-
tisch. [69]
Die inversen Matrizen zu den orthogonalen Matrizen U und V sind gegeben durch
U T bzw. V T . Damit kann Gleichung 3.1 geschrieben werden als
A V = U S. (3.2)
Daraus sind die Beziehungen
A vi = si ui fu¨r i = 1, 2, ..., r (3.3)
54 Kapitel 3 Materialien und Methoden
Lin(u1, u2, ..., ur) = Spaltenraum von A
Lin(vr+1, vr+2, ..., vn) = Nullraum von A
Lin(v1, v2, ..., vr) = Zeilenraum von A
Lin(ur+1, ur+2, ..., un) = Nullraum von A
T
Tabelle 3.5: Zuordnung der einzelnen Linearen Hu¨llen (Lin(...), [70]) zu Spalten-, Zeilen- und
Nullraum von A bzw. AT nach [69].
und
A vi = 0 fu¨r i = r + 1, r + 2, ..., n (3.4)
abzuleiten. Wird also A mit einer Spalte von V multipliziert, so ist der Bildvektor
ein Vielfaches einer Spalte von U. Die Vektoren vi liegen fu¨r i = r + 1, r + 2,
..., n im Nullraum von A. Analoge Beziehungen lassen sich fu¨r A T = V S U T
formulieren. Daraus folgen die in Tabelle 3.5 aufgelisteten Zuordnungen. Diese
wichtigen Beobachtungen zu den vier Fundamentalra¨umen einer Matrix A [70]
sollen in nachfolgendem Satz 3.1 zusammengefasst werden. [69]
Satz 3.1 Die Matrizen U ∈ R m×m und V ∈ R n×n der Singula¨rwertzerlegung
A = U S V T enthalten orthonormale Basen der vier Fundamentalra¨ume.
(a) Die ersten r Spalten von V bilden eine orthonormale Basis des Zeilenraums
von A.
(b) Die verbleibenden n - r Spalten von V bilden eine orthonormale Basis des
Nullraums von A.
(c) Die ersten r Spalten von U bilden eine orthonormale Basis des Spaltenraums
von A.
(d) Die verbleibenden m - r Spalten bilden eine orthonormale Basis des Nullraums
von A T .
Aus der Matrix S bzw. den singula¨ren Werten kann der Rang der Matrix A
abgelesen werden, da gilt:
Rang(A) = Rang(USV T ) = Rang(S) = r, (3.5)
wie der folgende Satz 3.2 zum Ausdruck bringt. [69]
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Satz 3.2 Die Anzahl r der von Null verschiedenen singula¨ren Werte ist gleich
dem Rang der Matrix A.
Was die Zerlegung A = USV T anbelangt, ist außerdem anzumerken, dass die
Spalten der Matrix U ∈ R m×m Eigenvektoren von AAT sind. Die Spalten von
V ∈ R n×n wiederum sind Eigenvektoren von ATA. Die singula¨ren Werte von
S sind die positiven Quadratwurzeln der Eigenwerte von AAT und ATA. Dies
la¨sst sich an folgender Gleichung
AAT = (USV T )(VS TU T ) = USS TU T (3.6)
ablesen. Analog gilt fu¨r ATA
ATA = VS TSV T . (3.7)
Diesen Sachverhalt hebt der folgende Satz 3.3 noch einmal hervor. [69]
Satz 3.3 Ist A = USV T eine Singula¨rwertzerlegung der Matrix A ∈ R m×n
und r der Rang der Matrix A, dann gilt




r, 0, 0, ..., 0) ∈ R
n×n




r, 0, 0, ..., 0) ∈ R
m×m.
Die reduzierte Singula¨rwertzerlegung
Die Erfahrung zeigt, dass es oftmals geschickter ist, mit einer modifizierten Form
der Singula¨rwertzerlegung zu arbeiten. Dabei handelt es sich um die sogenannte
reduzierte Singula¨rwertzerlegung oder die Singula¨rwertzerlgung in kom-
pakter Form. Diese soll im Folgenden fu¨r die Matrix A ∈ R m×n mit m > n
hergeleitet werden.
Ist A = USV T eine Singula¨rwertzerlegung der Matrix A mit U ∈ R m×m, S ∈







mit S1 ∈ R
n×n und der Nullmatrix 0 ∈ R (m−n)×n. Diese Darstellungsmo¨glichkeit
der Singula¨rwertzerlegung ist eine direkte Folge der Struktur der Diagonalmatrix
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S. Im na¨chsten Schritt wird die Matrix U in die zwei Blockmatrizen U1 und U2
aufgespalten. Dabei sind die ersten n Spalten von U die Spalten von U1 und die
verbleibenden m - n Spalten von U die Spalten der Matrix U2. Daraus folgt U
= [U1 U2] mit U1 ∈ R
m×n und U2 ∈ R











handelt es sich nun um die genannte reduzierte Singula¨rwertzerlegung von
A. Diese Art der Darstellung hat den Vorteil, dass die Matrizen U1 und S1 kleiner
sind als U und S. [69]
Die dyadische Form der Singula¨rwertzerlegung
Durch Ausmultiplizieren der drei Matrizen U, S und V erha¨lt man die sogenannte





2 + ... + srurv
T
r . (3.11)
Satz 3.4 ha¨lt diesen wichtigen Zusammenhang fest. [69]
Satz 3.4 (Dyadische Form der Singula¨rwertzerlegung) Ist A ∈ R m×n
und sind s1 ≥ s2 ≥ ... ≥ sr > 0 die r von Null verschiedenen singula¨ren Werte
von A, dann gilt
A = s1u1v
T
1 + s2u2 v
T
2 + ... + srurv
T
r ,
wobei ui ∈ R
m und vi ∈ R
n die singula¨ren Vektoren von A sind.
Da Matrizen der Form vw T aber gerade Matrizen vom Rang 1 sind, kann dem-
nach jede Matrix A als Summe (Linearkombination) von Rang-1-Matrizen ge-
schrieben werden. Die singula¨ren Werte si ko¨nnen dabei als Gewichtungsfaktoren
der einzelnen Terme aufgefasst werden. Diese Darstellung hat eine wichtige Kon-
sequenz fu¨r die praktische Anwendung: In der Praxis na¨mlich hat eine Matrix A
ha¨ufig viele “kleine” singula¨re Werte. Vernachla¨ssigt man nun diese (r - k) kleinen
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In vorliegender Arbeit wurde der Verlauf von Reaktionen untersucht, indem
UV/Vis-Absorptionsspektren als Funktion der Belichtungszeit aufgenommen
wurden. Dadurch erha¨lt man eine Messmatrix A, deren Spalten Absorptions-
spektren zu einem bestimmten Zeitpunkt darstellen, wa¨hrend in den Zeilen die
Entwicklung der Extinktion mit der Zeit bei einer bestimmten Wellenla¨nge zu
beobachten ist. Nimmt man an, dass das Lambert-Beer-Gesetz gilt, dann ko¨nnen
die Daten auch geschrieben werden als Linearkombination von k Spektren Fs(λ)





Die Messungen werden bei diskreten Wellenla¨ngen {λi, i = 1...m} und zu diskre-
ten Zeiten {ti, i = 1...n} durchgefu¨hrt. Damit ko¨nnen die Daten in einer m×n-
Matrix mit den Matrixelementen Aij = A(λi,tj) dargestellt werden. Gleichung
3.13 geht auf diese Weise u¨ber in die Matrix-Gleichung:
A = FCT (3.14)
Dabei befinden sich in den Spalten der m×k-Matrix F die gesuchten Absolut-
spektren der individuellen Spezies. Die Spalten der n×k-Matrix C beinhalten die
kinetische Gesetzma¨ßigkeit, nach der diese Spektren kombiniert werden mu¨ssen,
d.h. die Konzentrations-Zeit-Profile der beteiligten Verbindungen.
Wenn A durch Gleichung 3.14 exakt beschrieben wird, dann nimmt der Rang von
A den Wert k an, außer Spektren und/oder Konzentratios-Zeit-Profile sind linear
abha¨ngig. In realistischen Messungen erha¨lt man eine Datenmatrix D, die von A
dadurch abweicht, dass sie zusa¨tzlich Rauschen R entha¨lt, d. h. D = A + R. Un-
ser Ziel besteht nun darin, die Anzahl der Komponenten k, ihre Spektren F sowie
ihre Konzentrations-Zeit-Profile C aus einer solchen “verrauschten” Datenmatrix
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D zu berechnen. Wie bereits eingangs erla¨utert wurde, zerlegt der mathematische
Algorithmus der SVD eine Matrix D in das Produkt: D = USVT .
Berechnet man nun zu einer solchen Messmatrix D die Singula¨rwertzerlegung
D = USV T , dann bilden, wie bereits erla¨utert wurde, die ersten r Spalten der
Matrix U eine Basis des Spaltenraums von D, sie enthalten in diesem Fall die
spektrale Information. Die ersten r Zeilen von V stellen eine Basis des Zeilenraums
von D dar, in ihnen steckt die kinetische Information. In der Diagonalmatrix S
finden sich die bereits erwa¨hnten Gewichtungsfaktoren. Die Messmatrix D bein-
haltet somit mehr Spektren, als fu¨r eine eindeutige Beschreibung des Systems
no¨tig sind, die Matrix ist u¨berbestimmt. Die n - r weiteren Spalten von U bzw.
V weisen nur Rauschen auf und ko¨nnen abgetrennt werden.
Die erste Aufgabe besteht folglich darin, die Anzahl dieser signifikanten Kompo-
nenten zu bestimmen. Dieses Vorhaben ist gleichbedeutend damit, den effektiven
Rang r der Matrix D zu ermitteln und wurde in vorliegender Arbeit anhand fol-
gender Vorgehensweise verfolgt. Mit den ersten l Vektoren der Matrizen U, S und
V kann eine Rekonstruktion der Datenmatrix berechnet werden, die gegen die









Fu¨r jede Belegung von l wird die Standardabweichung zwischen der Originalda-










Eine wichtige Eigenschaft der SVD ist, dass diese Rekonstruktion nach Glei-
chung 3.15 die bestmo¨gliche l-Komponenten-Na¨herung der Originalmatrix in ei-
nem least-squares-Sinn ist - wenn, wie oben bereits angemerkt wurde, die Matrix
dabei durch die ersten l Spektren und Konzentrationsprofile bei Anordnung dieser
Vektoren nach der Gro¨ße der entsprechenden singula¨ren Werte dargestellt wird.
Das bedeutet also, dass die nach Gleichung 3.16 berechnete Standardabweichung
in diesem Fall den kleinsten Wert annimmt (vgl. [71], [72]). Tra¨gt man nun die
Standardabweichung σ(l) gegen die Zahl der Komponenten l auf, so liefert dieser
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Graph ein Kriterium dafu¨r, den effektiven Rang der Datenmatrix abzuscha¨tzen:
Mit zunehmendem l na¨mlich wird zur Rekonstruktion der Daten jeweils ein signi-
fikanter Beitrag hinzugefu¨gt, so dass σ(l) um einen signifikanten Betrag abnimmt.
Die erste Komponente, die nicht mehr zu einer Verbesserung von σ(l) beitra¨gt,
kann dann als Rauschen betrachtet werden. Die Anzahl l an Komponenten, die
zur Darstellung der Daten beno¨tigt werden, entspricht dem effektiven Rang der
Datenmatrix und kann als Anzahl der signifikanten Komponenten interpretiert
werden.
Im na¨chsten Schritt gilt es, die Absorptionsspektren der einzelnen Komponenten
bzw. ihre Konzentrations-Zeit-Profile aus den Matrizen U und V zu rekonstru-
ieren. Das dabei gewa¨hlte Vorgehen wird in den entsprechenden Abschnitten des
Kapitels Ergebnisse und Diskussion eingehend erla¨utert. Zur Durchfu¨hrung




4.1 Pra¨paration der Plasmid-DNA
Sollen Proteine heterolog mit Hilfe des Prokaryoten Escherichia coli exprimiert
werden, so mu¨ssen die jeweiligen Gene extrachromosomal auf sogenannten Plas-
miden in die Zellen eingefu¨hrt werden. In vorliegender Dissertation sollten Be-
lichtungsexperimente mit den Einfachmutanten LOV1 C57G und LOV1 C57S so-
wie erstmalig mit den Doppelmutanten LOV1 C57G L101C, LOV1 C57G L60C,
LOV1 C32S C57G und LOV1 F41Y C57G durchgefu¨hrt werden. Die fu¨r die Ein-
fachmutanten kodierenden Plasmide wurden bereits von Tina Schiereis, Univer-
sita¨t Regensburg, pra¨pariert und unserer Arbeitsgruppe zur Verfu¨gung gestellt.
Die den Doppelmutanten zugrundeliegenden Plasmide dagegen wurden nach der
in Abschnitt 3.5.8 beschriebenen Methode der ortsgerichteten Mutagenese durch
U¨berhangverla¨ngerung ausgehend vom LOV1 C57G-Plasmid hergestellt.
Das Plasmid von LOV1 C57G L101C
Wie es die Bezeichnung der Mutante bereits zum Ausdruck bringt, sollte in die-
ser Mutagenese die an Position 101 befindliche Aminosa¨ure Leucin gegen einen
Cystein-Rest ausgetauscht werden. Auf der Ebene der DNA-Sequenz bedeutete
dies, dass das Kodon CTC durch TGC ersetzt werden musste. Zu diesem Zweck
wurden die in Tabelle 4.1 aufgefu¨hrten Oligonukleotide entworfen und durch die
Firma Eurofins MWG Operon in Martinsried synthetisiert. Dabei entsprechen die





















Primer Sequenz TM /
◦C GC-Anteil / %
LOV1eco 5’ - AAA GAA TTC GCT GGC TTG CGG CAT ACT TTC - 3’ 66.8 46.7
LOV1rhind/1 5’ - AAA AAG CTT CGC CAG CGC CTT GCC CTC CGT - 3’ 72.2 60.0
L60C-f 5’ - GGT CGC TTC TGC CAA GGC GAG - 3’ 65.7 66.7
L60C-r 5’ - CTC GCC TTG GCA GAA GCG ACC - 3’ 65.7 66.7
L101C-f 5’ - GGA ACC TGT GCA CCG TCA CGC CC - 3’ 69.6 69.6
L101C-r 5’ - CGT GAC GGT GCA CAG GTT CCA AAA GG - 3’ 68.0 57.7
C32S-f 5’ - CCG GAC TCT CCG CTG GTC TAC GCC - 3’ 71.3 70.8
C32S-r 5’ - CCA GCG GAG AGT CCG GAA GCG TGG - 3’ 72.8 72.0
F41Y-f 5’ - GCG AGG GGT ACT ATG CCA TGA CTG G - 3’ 67.9 60.0
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Abbildung 4.1: 2 %iges Agarose-Gel der PCR 1 bzw. 2; die Bahnen 1 und 7 enthalten den
DNA-Marker GeneRulerTM 50bp DNA Ladder (Fermentas, St.Leon, Deutschland) mit Banden
bei 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 bp; in den Spuren 2 bis 6
befinden sich die Reaktionsansa¨tze der PCR 1 angeordnet nach steigender Temperatur: 56.0,
58.1, 60.2, 62.2 und 64.1◦C; die Spuren 8 bis 12 beinhalten die Reaktionsansa¨tze der PCR 2
ebenfalls nach steigender Temperatur positioniert.
neten flankierenden Primern; L101C-f und L101C-r sind die dort mit b und c
benannten internen Oligonukleotidprimer, die die nicht-passende(n) Base(n) ent-
halten.
In den ersten beiden PCR (PCR 1 bzw. (a+b) und PCR 2 bzw. (c+d) in Ab-
schnitt 3.5.8) wurde nicht eine einzelne Temperatur fu¨r den Annealing-Prozess
ausgewa¨hlt, sondern vielmehr fu¨nf verschiedene Temperaturen: 56.0, 58.1, 60.2,
62.2 und 64.1◦C. Auf diese Weise sollten optimale Bedingungen fu¨r das Anhybri-
disieren der Primer an die Ausgangs-DNA gefunden werden. Abbildung 4.1 zeigt
die nach Beendigung der PCR mit Hilfe eines 2 %igen Agarose-Gels (Abschnitt
3.5.7)
zur Analyse aufgetrennten Reaktionsansa¨tze. Darin enthalten die Spuren 1 und
7 jeweils einen Marker (GeneRulerTM 50bp DNA Ladder, Fermentas), der durch
Vergleich eine Bestimmung der La¨ngen der einzelnen DNA-Fragmente zula¨sst. In
den Spuren 2 - 6 bzw. 8 - 12 sind die Reaktionsansa¨tze der PCR 1 bzw. PCR 2
nach aufsteigender Temperatur aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen, dass der
Annealing-Prozess bei allen gewa¨hlten Temperaturen funktioniert haben muss,
da in allen Bahnen eine Bande an der richtigen Position auszumachen ist: im
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Falle der PCR 1 bei einer La¨nge von ca. 270 Basenpaaren, beim Ansatz der PCR
2 bei etwa 100 Basenpaaren. Es wurden jeweils alle 5 Banden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit Hilfe des NucleoSpin R© Extract II-Kits (Abschnitt 3.5.4)
isoliert.
Nach der PCR 3 (siehe Abschnitt 3.5.8) und einer weiteren Aufreinigung im An-
schluss an ein Agarose-Gel (nicht gezeigt) sollte ein sogenanntes Insert vorliegen,
das fu¨r LOV1 C57G kodierte und mutmaßlich zusa¨tzlich an Position 101 eine
Punktmutation enthielt. Den ersten beiden Eintra¨gen aus Tabelle 4.1 ist weiter-
hin zu entnehmen, dass die flankierenden Primer LOV1eco und LOV1rhind/1
und somit auch das damit hergestellte Insert jeweils am 5’-Ende eine Schnittstel-
le besitzen, na¨mlich im Falle von LOV1eco EcoRI (GAATTC, klebrig) und in
LOV1rhind/1 HindIII (AAGCTT, klebrig). Da daru¨ber hinaus auch der Vektor,
in den das Insert letztlich kloniert werden sollte, in seiner multiple cloning site
eben diese Schnittstellen aufwies, konnte das Insert nach Verdau mit den ent-
sprechenden Restriktionsenzymen (siehe Abschnitt 3.5.3) in den ebenfalls damit
geschnittenen Vektor His-p2x (siehe Abschnitt 3.4) mit Hilfe einer DNA-Ligase
(siehe Abschnitt 3.5.6) eingebaut werden. Anschließend wurde der vollsta¨ndi-
ge Ligationsansatz in DH10B-Zellen transformiert (siehe Abschnitt 3.5.1) und
auf LB-Amp-Platten (siehe Abschnitt 3.2) ausplattiert. Waren nach einer U¨ber-
nachtinkubation einzelne Kolonien gewachsen, dann wurden diese mit Hilfe einer
Kolonie-PCR (siehe Abschnitt 3.5.10) dahingehend getestet, ob die Bakterien
den Vektor mit dem eingebauten DNA-Stu¨ck innehatten. In Abbildung 4.2 ist
ein nach einer solchen Kolonie-PCR aufgenommenes 2 %iges Gel zu sehen. In
den Spuren 1 und 7 wurden wiederum zum Vergleich DNA-Marker aufgetragen.
Die Reaktionsansa¨tze der Spuren 2 - 6 und 8 - 11 enthalten die fraglichen Bak-
terien. Die Tatsache, dass alle Bahnen auf einer Ho¨he von etwa 390 Basenpaaren
eine Bande aufweisen, macht deutlich, dass alle Kolonien das gewu¨nschte Insert
enthielten. Von 2 ausgewa¨hlten Kolonien wurde die DNA isoliert (siehe Abschnitt
3.5.9) und durch die Firma Eurofins MWG Operon in Martinsried sequenziert.
Auf diese Weise konnte abschließend sichergestellt werden, dass das Insert einer-
seits die gewu¨nschte Punktmutation an Position 101 besaß und andererseits in
seiner u¨brigen DNA-Sequenz mit LOV1 C57G u¨bereinstimmte.
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Abbildung 4.2: 2 %iges Agarose-Gel der Kolonie-PCR nach Transformation in DH10B; die
Bahnen 1 und 7 enthalten den DNA-Marker GeneRulerTM 50bp DNA Ladder (Fermentas,
St.Leon, Deutschland), die Lagen der Banden des Markers sind im Text zur Abbildung 4.1
angegeben; die Spuren 2 bis 6 und 8 bis 11 beinhalten die Reaktionsansa¨tze mit den zu u¨ber-
pru¨fenden Bakterien.
Die Plasmide der weiteren Doppelmutanten
Die Pra¨paration der Plasmide der u¨brigen Doppelmutanten - LOV1 C57G L60C,
LOV1 C32S C57G und LOV1 F41Y C57G - folgte derselben prinzipiellen Vor-
gehensweise. Insbesondere wurden jeweils die in Tabelle 4.1 aufgelisteten Oligo-
nukleotidprimer verwendet. Als flankierende Primer dienten also in allen Fa¨llen
LOV1eco und LOV1rhind/1.
4.2 Isolierung und Charakterisierung der
Protein-Doma¨nen
Viele Proteine - besonders solche mit sensorischen und regulierenden Aufgaben
und Eigenschaften - liegen im jeweiligen Organismus nur in geringer Zahl pro Zelle
vor. Mo¨chte man in solchen Fa¨llen Proteine in ausreichender Menge fu¨r spektro-
skopische Untersuchungen herstellen, muss man auf heterologe Expressionssy-
steme zuru¨ckgreifen, die eine U¨berexpression des entsprechenden Gens ermo¨gli-
chen. Die heterologe Expression ist dann erfolgreich, wenn das Wirtssystem dem
u¨rspru¨nglichen Organismus a¨hnlich ist. Andernfalls ko¨nnen unterschiedliche Ko-
donnutzung verschiedener Organismen wie auch verschiedene Arten posttransla-
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tionaler Modifizierungen Probleme bereiten. Das bekannteste und meist einge-
setzte heterologe Expressionssytem ist das Bakterium Escherichia coli. Gerade
aufgrund seiner einfachen Handhabung werden viele Proteine darin hergestellt.
In vorliegender Arbeit wurden verschiedene Mutanten der LOV1-Doma¨ne aus
der Gru¨nalge Chlamydomonas reinhardtii in E.coli heterolog exprimiert. Zur Er-
leichterung der Aufreinigung der Proteine und zur Erho¨hung ihrer Lo¨slichkeit
wurden die Proteine mit Tags versehen. Insbesondere fanden ein His-Tag, beste-
hend aus 12 Histidinen, und das Maltosebindeprotein (MBP) Anwendung. Im
Einzelnen erfolgten Herstellung und Aufreinigung der den His-Tag enthaltende
LOV1 C57G-Mutante nach einem von Tina Schiereis, Universita¨t Regensburg,
entwickelten Protokoll, das in 3.6 eingehend erla¨utert wurde. Auch Pra¨paration
und Isolierung der mit einem MBP fusionierten LOV1 C57S-Mutante folgten einer
von Tina Schiereis ausgearbeiteten Vorschrift. In vorliegender Studie wurden au-
ßerdem die Doppelmutanten LOV1 C57G L101C, LOV1 C57G L60C, LOV1 C32S
C57G und LOV1 F41Y C57G untersucht. Die diesen Doma¨nen zugrundeliegen-
den Plasmide wurden, wie im vorangehenden Abschnitt 4.1 beschrieben wurde,
ausgehend von der LOV1 C57G-Mutante pra¨pariert, sie waren somit allesamt mit
einem His-Tag fusioniert. Zur Herstellung und Isolierung dieser erstmalig einge-
setzten Doppelmutanten wurden die von Tina Schiereis fu¨r His-getagte Doma¨nen
erarbeiteten und eingangs bereits angesprochenen Parameter und Anleitungen
herangezogen.
4.2.1 Expressionsscreening
Expressionsscreening der Doma¨ne LOV1 C57G L101C
Nachdem das der Doppelmutante LOV1 C57G L101C zugrundeliegende Plasmid
zur Verfu¨gung stand, galt es im na¨chsten Schritt zuna¨chst, das fragliche Plasmid
in BL21-Zellen zu transformieren (siehe Abschnitt 3.5.1) und mittels einer neu-
erlichen Kolonie-PCR (siehe Abschnitt 3.5.10) diejenigen Bakterienkolonien zu
identifizieren, die tatsa¨chlich das Insert enthielten. Mit diesen Kolonien konnte
dann ein Expressionsscreening durchgefu¨hrt werden, anhand dessen in Erfah-
rung gebracht werden konnte, ob die Bakterien dieser Kolonien tatsa¨chlich die
gewu¨nschte Proteindoma¨ne in zufriedenstellendem Maße produzierten. Bei dieser
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Methode wird anfangs eine 4 ml-Vorkultur u¨ber Nacht nach den Bedingungen
aus Abschnitt 4.2.2 inkubiert. Nach Bestimmung der OD600 dieser Kultur wird
eine 20 ml-Kultur mit gerade einer so großen Menge der Vorkultur angeimpft,
dass deren OD600 einen Wert von 0.05 annimmt. Diese Kultur wird dann der
in Abschnitt 4.2.2 beschriebenen Expressions-Prozedur unterzogen. Dabei wird
insbesondere nach Anwachsen der Kultur auf eine OD600 von 0.4 - 0.6 die Prote-
inexpression durch Zugabe von IPTG induziert. Um den Verlauf der Expression
verfolgen zu ko¨nnen, werden an verschiedenen Stellen Proben gezogen, die spa¨ter
mit Hilfe einer SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.6.5) untersucht werden. Konkret
wurden 1 ml-Proben nach dem Anwachsen der Kulturen auf eine OD600 von 0.4
- 0.6, vor der IPTG-Zugabe - zwischen diesen beiden Zeitpunkten liegt ja eine
zweistu¨ndige Phase des Abku¨hlens auf 18◦C - und nach Beendigung der Expres-
sion genommen. Diese Proben wurden zentrifugiert, das Pellet wurde mit soviel
STE-Puffer (siehe Abschnitt 3.1) aufgenommen, dass die resultierende Lo¨sung
eine OD600 von 20 hatte. Nach einem 5-minu¨tigen Erhitzen der Proben auf 95
◦C
wurden diese schließlich auf ein SDS-Gel aufgetragen (siehe Abschnitt 3.6.5).
Abbildung 4.3 zeigt ein aus einem solchen Expressionscreening fu¨r die LOV1
C57G L101C-Doma¨ne herru¨hrendes 20 %iges SDS-Gel. In den Spuren 4 und 8
befindet sich ein Protein-Standard (peqGold Protein-Marker I, peqLab Biotech-
nologie GmbH, Erlangen, Deutschland), der durch Vergleich eine Bestimmung
der Gro¨ße der auf dem Gel laufenden Proteine erlaubt. Die Banden dieses Stan-
dards entsprechen Massen von 116.0, 66.2, 45.0, 35.0, 25.0, 18.4 und 14.4 kDa.
Die Spuren 1 - 3 bzw. 5 - 7 geho¨ren zu den beiden Kolonien 1 bzw. 2: Die jeweils
erste Bahn dieser beiden 3er-Gruppierungen (also 1 bzw. 5) entha¨lt die nach dem
Anwachsen genommene Probe, die jeweils zweite Bahn die vor der IPTG-Zugabe
gezogene Probe und die jeweils dritte Bahn die nach dem Ende der Expression
extrahierte Probe. Vergleicht man die nach dem Ende der Expression gezogenen
Proben (also 3 und 8) mit den vor der IPTG-Zugabe genommenen (also 2 und
7), dann ist ganz deutlich zu erkennen, dass nach der Expression eine zusa¨tzliche
Bande knapp u¨ber der 14.4 kDa-Bande des Markers auftaucht. Da das Apopro-
tein der LOV1 C57G-Mutante gerade eine Masse von 14851.77 Da besitzt [74],
und der Chromophor FMN zusa¨tzlich eine Masse von 456 Da aufweist, kann diese
Bande der gewu¨nschten Proteindoma¨ne LOV1 C57G L101C zugeordnet werden.
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Abbildung 4.3: 20 %iges SDS-Gel eines Expressionsscreenings mit LOV1 C57G L101C; in den
Spuren 4 und 8 befindet sich der Standard peqGold Protein-Marker I mit den Massen 116.0,
66.2, 45.0, 35.0, 25.0, 18.4 und 14.4 kDa; Spur 1 - 3: Kolonie 1 (nach dem Anwachsen, vor
der IPTG-Zugabe, nach der Expression); Spur 5 - 8: Kolonie 2 (nach dem Anwachsen, vor der
IPTG-Zugabe, nach der Expression).
Man kann daher davon ausgehen, dass beide Bakterienkolonien das Zielprotein in
ausreichendem Maße exprimieren. Daher wurden von beiden Kolonien Glycerin-
kulturen angelegt (siehe Abschnitt 3.6.7), auf die bei weiteren Expressionen der
Doma¨ne zuru¨ckgegriffen werden konnte.
Expressionscreening der weiteren Doppelmutanten
Dieselbe Vorgehensweise wurde auf die u¨brigen Doppelmutanten angewendet.
Dabei konnten im Falle der LOV1 F41Y C57G - und der LOV1 C32S C57G-
Mutanten ebenfalls entsprechende Banden beobachtet werden, wenn auch weni-
ger ausgepra¨gt. Lediglich bei der LOV1 C57G L60C-Mutante war keine deutlich
hervortretende Bande auszumachen. Das weniger klare Ergebnis der letzteren drei
Doppelmutanten kann darauf zuru¨ckgefu¨hrt werden, dass bei der Analyse dieser
Testexpressionen jeweils ein 15 %iges SDS-Gel verwendet wurde, das im Vergleich
zu dem bei der LOV1 C57G L101C-Mutante eingesetzten 20 %igen SDS-Gel den
interessierenden Bereich niedriger Massen weniger deutlich auftrennt.
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4.2.2 Expression
Expression von LOV1 C57G L101C
Nachdem per Expressionsscreening geeignete Klone bestimmt wurden, konnte die
Doppelmutante LOV1 C57G L101C in gro¨ßerem Maßstab nach dem in Abschnitt
3.6 beschriebenen Protokoll hergestellt werden.
In den BL21-Bakterienzellen wurde, sobald sie die logarithmische Wachstumspha-
se erreicht hatten, die Expression der Proteindoma¨ne durch Zugabe von IPTG
initiiert. Zur ausreichenden Anreicherung der Doma¨ne wurde die Bakteriensus-
pension u¨ber Nacht bei 18◦C inkubiert. Daraufhin wurden deutlich gru¨nlich fluo-
reszierende Zellen geerntet, die bereits auf eine erfolgreiche U¨berproduktion der
Doma¨ne hindeuteten. Aus dem Lysieren der Zellen mittels Ultraschall und dem
Abtrennen von Zellfragmenten durch Zentrifugation resultierte ein ausgepra¨gt
gru¨n gefa¨rbtes Cytosol. Seine fu¨r eine LOV-Doma¨ne typische Fluoreszenz ließ
vermuten, dass das FMN bindende Zielprotein darin gelo¨st war. Wurde der U¨ber-
stand anschließend auf eine Ni-NTA-Affinita¨tssa¨ule aufgetragen, so nahm auch
diese die charakteristische gru¨n-gelbe Farbe an, wohingegen der Durchlauf nur
noch schwach gelb gefa¨rbt war. Aus dieser Beobachtung war zu schließen, dass
die Doma¨ne mit ihrem His-Tag in gewu¨nschter Weise an die Ni-Ionen der Sa¨ule
gebunden hat. Auch nach Waschen der Sa¨ule mit Waschpuffer blieb erwartungs-
gema¨ß die Farbe der Sa¨ule erhalten. Nun konnte die Protein-Doma¨ne mit Eluti-
onspuffer von der Sa¨ule gespu¨lt werden. Dabei wurden 3 ml-Fraktionen geschnit-
ten, die - erkennbar an ihrer Fluoreszenz - das Zielprotein enthalten sollten.
Zur Identifizierung der Doma¨ne wurden im na¨chsten Schritt Proben der einzel-
nen Fraktionen auf ein 15 %iges SDS-Gel (siehe Abschnitt 3.6.5) aufgetragen.
Abbildung 4.4 zeigt das resultierende Gel. In Spur S befindet sich der bereits
aus dem vorangehenden Abschnitt bekannte Protein-Standard (peqGold Protein-
Marker I, peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland); insbesondere
seine Bande niedrigster Masse entpricht einer Masse von 14.4 kDa. In den u¨bri-
gen Bahnen A bis E erscheinen die aufgetrennten Proben der einzelnen Protein-
Fraktionen. An der jeweils unterschiedlich stark ausgepra¨gten Bande knapp u¨ber
der 14.4 kDa-Bande des Standards ist zu erkennen, dass alle Fraktionen ein Pro-
tein der gewu¨nschten Gro¨ße enthalten sollten. Die in den einzelnen Spuren auszu-
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Abbildung 4.4: 15 %iges SDS-Gel nach der Expression und Isolierung von LOV1 L101C
mittels Affinita¨tschromatografie: Die Spuren A bis E enthalten die einzelnen Protein-Fraktionen,
in S befindet sich der Protein-Standard peqGold Protein-Marker I, der Proteine der Massen
116.0, 66.2, 45.0, 35.0, 25.0, 18.4, 14.4 kDa beinhaltet.
machenden zusa¨tzlichen Banden legen nahe, dass die Proteinlo¨sung auch nach der
Affinita¨tschromatografie durchaus noch verunreinigende Fremdproteine ho¨herer
molekularer Massen entha¨lt. Auf eine weitere Aufreinigung wurde allerdings ver-
zichtet, da die Qualita¨t der Proben fu¨r die durchzufu¨hrenden spektroskopischen
Messungen ausreichend erschien.
Expression der weiteren Doppelmutanten
Zur Expression der weiteren Mutanten LOV1 C57G L60C, LOV1 C32S C57G
und LOV1 F41Y C57G wurde nach derselben Strategie verfahren. Was die Far-
be von Cytosol, beladener Affinita¨tssa¨ule, Durchlauf und geschnittener Protein-
Fraktionen angeht, waren a¨hnliche Beobachtungen, wie sie im vorangehenden
Abschnitt geschildert wurden, festzustellen. Insbesondere die Identifizierung der
Doma¨nen mit Hilfe eines SDS-Gels ergab zum einen jeweils eine Bande knapp u¨ber
der 14.4 kDa-Bande des Markers, die auf das Vorhandensein des Zielproteins hin-
deutete, und zum anderen mehrere Banden ho¨herer Masse, die die Anwesenheit
verunreinigender Fremdproteine nahelegten.
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4.2.3 Charakterisierung der Doppelmutanten durch
UV/Vis-Spektroskopie
Die Einfu¨hrumg von Mutationen in Photorezeptoren ist ein wertvolles Mittel,
um mechanistische Vorstellungen zur Photoreaktion zu bekommen und zu u¨ber-
pru¨fen. Dabei ist wichtig, dass sich die Mutanten nur gezielt in einzelnen Eigen-
schaften vom Wildtyp unterscheiden, wie z.B in ihrer Reaktionskinetik oder der
Anzahl der gebildeten Intermediate. Weichen Mutanten allerdings schon in ih-
rem Absorptionsverhalten grundlegend von dem des Wildtyps ab, dann stellen
sie kein geeignetes Vergleichssytem mehr dar. Daher ist es angezeigt, zuna¨chst
die Absorptionsspektren neu eingefu¨hrter Mutanten zu kontrollieren. Diese Me-
thode gibt außerdem Auskunft hinsichtlich der Integrita¨t eines Photorezeptors,
also in der Frage, ob u¨berhaupt ein Chromophor in das Protein eingebaut wurde.
Schließlich kann auf diese Weise u¨ber den Extinktionskoeffizienten des Protein-
gebundenen Chromophors (siehe Abschnitt 3.6.10) die Konzentration der Pro-
teinlo¨sungen ermittelt werden, was in vorliegendem Fall fu¨r die Gestaltung der
folgenden Belichtungsexperimente von Bedeutung war.
In Abbildung 4.5 sind im Wellenla¨ngenbereich von 300 bis 500 nm die Absorpti-
onspektren der LOV1 C57G L101C- (Spektrum mittlerer Extinktion) sowie der
LOV1 C32S C57G-Mutante (Spektrum niedrigster Extinktion) dargestellt. Zum
Vergleich ist außerdem das Spektrum des Wildtyps der LOV1-Doma¨ne abgebil-
det (Spektrum ho¨chster Extinktion). Es ist festzustellen, dass die hier eingefu¨hr-
ten Mutationen keine Auswirkung auf das Absorptionsverhalten der jeweiligen
Doma¨ne haben. So stimmen zum einen die Banden im blauen Spektralbereich in
Gestalt und Lage mit dem wildtypischen Vergleichspektrum u¨berein; speziell das
Hauptmaximum befindet sich bei einer Wellenla¨nge von 447 nm. Die geringfu¨gi-
gen Unterschiede im Ho¨henverha¨ltnis der beiden Nebenmaxima sind durch die
Art der Darstellung bedingt. Zum anderen ist aber auch im nahen UV-Bereich
eine U¨bereinstimmung von Wildtyp und Mutanten zu beobachten: Alle drei Spek-
tren lassen gleichermaßen eine Feinstruktur in der 350 nm-Bande erkennen. An
dieser Stelle ist außerdem anzumerken, dass auch das Spektrum der Einfachmu-
tante LOV1 C57G, das hier nicht gezeigt ist, in Position und Struktur der Banden
dem des Wildtyps gleichkommt.
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Abbildung 4.5: Absorptionsspektren von LOV1 Wildtyp (Spektrum gro¨ßter Extinktion),
LOV1 C57G L101C (Spektrum mittlerer Extinktion) sowie LOV1 C32S C57G (Spektrum nied-
rigster Extinktion).
Das Absorptionsspektrum der LOV1 F41Y C57G-Doppelmutante wiederum ist
Abbildung 4.6 zu entnehmen. Im Gegensatz zu den Spektren aus Abbildung 4.5
weist dieses sowohl in der “blauen” Bande als auch in derjenigen des nahen UV-
Bereichs keine ausgepra¨gte Feinstruktur auf. Vielmehr ist statt der in Abbildung
4.5 noch dreigeteilten Absorptionsbande bei ca. 450 nm in vorliegendem Fall ein
einzelnes Maximum mit nur leicht angedeuteten Schultern auszumachen. Die-
se Beobachtung kann darauf zuru¨ckgefu¨hrt werden, dass die Lo¨sung neben dem
Protein-gebundenen FMN auch freien Kofaktor entha¨lt, so dass dem strukturier-
ten Spektrum des an die Protein-Doma¨ne gebundenen FMN die strukturlosen
Banden des frei in der Lo¨sung schwimmenden Chromophors u¨berlagert sind. Im
Fall dieser Mutante ist es also wohl nicht gelungen, ausschließlich die intakte, das
Flavin spezifisch bindende Protein-Doma¨ne zu isolieren, sondern auch denaturier-
te, die den Kofaktor scheinbar freigegeben hat. Da dieses ungebunden anmutende
FMN aber im Zuge der Affinita¨tschromatografie nicht abgetrennt wurde, muss es
weiterhin unspezifisch an denaturierte oder regula¨r gefaltete Doma¨nen gebunden
sein. Somit wirkt sich die Proteinumgebung nicht mehr auf das Absorptionsver-
halten des Flavins aus; sie verhindert aber, dass es ungehindert durch die Sa¨ule
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Abbildung 4.6: Absorptionsspektrum der Doppelmutante LOV1 F41Y C57G.
wandert.
Im Falle von LOV1 C57G L60C wurde auf die Darstellung eines Absorptionsspek-
trums verzichtet, da von dieser Doppelmutante kein Spektrum zu erhalten war,
das auf die Anwesenheit des Chromophors FMN - spezifisch oder unspezifisch ge-
bunden - hingedeutet ha¨tte. Wa¨hrend also das SDS-Gel aus dem vorangehenden
Abschnitt 4.2.2 noch das Vorhandensein eines Proteins der gewu¨nschten Gro¨ße
belegt und somit eine erfolgreiche Expression vermuten la¨sst, schließen die resul-
tierenden Absorptionsspektren dies aus.
Fu¨r Belichtungsexperimente geeignet waren den geschilderten Ergebnissen zufolge
also nur die beiden Mutanten LOV1 C57G L101C sowie LOV1 C32S C57G. Un-
gekla¨rt bleibt an dieser Stelle die Frage, ob die beiden mutierten LOV-Doma¨nen
LOV1 F41Y C57G und LOV1 C57G L60C durch eine weitere Optimierung der
Parameter der Expression und der Aufreinigung intakt isoliert werden ko¨nnten
oder ob dies aufgrund der anvisierten Mutationen grundsa¨tzlich nicht mo¨glich ist.
Zur Beantwortung dieser Frage wa¨ren eingehendere Untersuchungen vonno¨ten,
die hier nicht durchgefu¨hrt werden.
Kapitel 4 Ergebnisse und Diskussion 73
Diskussion
Die Absorptionsbande bei 350 nm gilt in der Literatur als empfindlicher Indika-
tor fu¨r die lokale Umgebung des Chromophors. So zeigen LOV1-Doma¨nen aus C.
reinhardtii [23], A. sativa [75] und A. thaliana [76] einen Verlauf mit zwei Ma-
xima um 350 nm. Damit im Einklang stehen die Beobachtungen in vorliegender
Studie zu den Doppelmutanten LOV1 C57G L101C und LOV1 C32S C57G, die
beide gleichermaßen eine Doppelho¨ckerstruktur aufweisen. LOV2-Doma¨nen aus
A. sativa [75], A. capillus-veneris [32] und A. thaliana [76] dagegen besitzen eine
dem freien FMN a¨hnliche Struktur mit einem einzelnen Maximum um 380 nm.
Mutiert man allerdings das reaktive Cystein in A. sativa LOV2 zu Serin oder Ala-
nin, dann erha¨lt man ebenfalls den bereits genannten Verlauf mit zwei Maxima
[28]. Diese Erscheinung ist u¨berraschend, da beim U¨bergang vom Wildtyp zur
Serin-Mutante lediglich ein Schwefel-Atom gegen einen Sauerstoff ausgetauscht
wird. Einige Mutationen fu¨hren sogar dazu, dass der Chromophor FMN nicht
oder nur noch in geringen Mengen gebunden wird. Dies ist z.B. beim Austausch
des Cystein 57 gegen ein Tyrosin der Fall; es ist nachzuvollziehen, wenn man
bedenkt, dass der Tyrosin-Rest viel mehr Platz beansprucht als das Cystein.
4.3 Photoreduktion mit EDTA - Etablierung
des Belichtungsexperiments
Flavoproteine ko¨nnen durch eine Reihe von Reduktionsmitteln in das Radikal
oder das Dihydroflavin umgewandelt werden. Beispiele hierfu¨r sind Dithionit,
Borhydrid oder Wasserstoff [77]. Sollen die entsprechenden Lo¨sungen allerdings
spektroskopisch untersucht werden, dann sind diese Reduktionsmittel zumeist
ungeeignet, da die Reagenzien oder zusa¨tzlich beno¨tigte Redoxvermittler und
Katalysatoren im spektralen Bereich unter 350 nm absorbieren oder sogar mit
Flavin zu Addukten reagieren. Eine elegante Alternative stellt die Photoreduk-
tion dar, bei der die Reaktivita¨t des angeregten Flavins ausgenutzt wird. Das
Flavin im Triplett-Zustand ist na¨mlich in der Lage, Elektronen von externen Do-
noren zu abstrahieren. Seit langem etabliert ist die Photoreduktion in Gegenwart
von EDTA [15]. Bereits 2003 wendeten Kottke et al. dieses Verfahren erstma-
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lig auf eine LOV-Doma¨ne aus C. reinhardtii an und erzeugten so das neutrale
Semichinonradikal der LOV1-Doma¨ne [41]. Dabei setzten sie jedoch nicht den
Wildtyp der Doma¨ne ein, da darin in Konkurrenz zur Photoreduktion die sehr
schnelle Adduktbildung stattfindet. Stattdessen zogen sie die C57S-Mutante der
LOV1-Doma¨ne heran, in der die Adduktbildung durch den Austausch des reak-
tiven Cystein gegen ein Serin unterbunden ist.
In vorliegender Studie wurde auf diese Standardreaktion zuru¨ckgegriffen, um in
einem ersten Schritt Gestaltung, Durchfu¨hrung und Auswertung eines Belich-
tungsexperiments zu etablieren. Kottke et al. belichteten die Protein-Doma¨ne mit
Hilfe einer 100 W Wolframlampe und eines 435 nm Kantenfilters in minutenlangen
Paketen. Dazwischen nahmen sie im Wellenla¨ngenbereich von 300 bis 800 nm Ab-
sorptionsspektren des Reaktionsgemisches auf und verfolgten so die Ausbildung
der Radikal-Spezies. In Abwandlung dieser Vorgehensweise wurden nun als Licht-
quelle zwei senkrecht zum Abfrage-Lichtstrahl angeordnete Hochleistungs-LED
verwendet. Aufgrund der weit ho¨heren Strahlungsleistung dieser Leuchtdioden
musste in unserem Fall nur noch in Portionen von Sekunden angeregt werden.
Zwischen den Anregungs-Blitzen wurden u¨bereinstimmend mit der Vorgehenswei-
se von Kottke et al. zur Beobachtung des Reaktionsfortschritts UV/Vis-Spektren
aufgezeichnet. Da außerdem in Abwesenheit von Sauerstoff experimentiert wur-
de, konnte das entstehende Radikal auf die Dauer der zeitlichen Zwischenra¨ume
der Blitze hin gesehen als stabil angenommen werden. Somit sollte in diesen Un-
terbrechungen der Belichtung ein stabiler und konstanter Zustand vorherrschen.
Folglich erlaubte diese Strategie - wie bei Kottke et al. - die Aufnahme einer aus
einer Vielzahl von Spektren bestehenden Sequenz als Funktion der Belichtungs-
zeit. Abweichend von den angefu¨hrten Experimentatoren wurde in vorliegendem
Fall nicht die C57S-Mutante der LOV1-Doma¨ne aus C. reinhardtii eingesetzt,
sondern die C57G-Mutante, in der an die Stelle des Cysteins die kleinstmo¨gliche
Aminosa¨ure Glycin tritt.
4.3.1 Das Experiment
Die Proteindoma¨ne LOV1 C57G war in einem 10 mM Phosphatpuffer mit einem
pH-Wert von 8.0 gelo¨st, der zusa¨tzlich 10 mM NaCl und 0.1 mM PMSF enthielt.
Der Ansatz wurde nach der in Abschnitt 3.6.9 dargelegten Protein-schonenden
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Abbildung 4.7: Sequenz der Absorptionsspektren aus dem Belichtungsexperiment mit EDTA
als externen Donor (es sind nicht alle Spektren der gemessenen Reihe dargestellt); die Pfeile
zeigen die Entwicklungsrichtung der Spektren an; im Kasten sind die entsprechenden Belich-
tungszeiten aufgefu¨hrt.
Methode von Sauerstoff befreit. Das Reduktionsmittel EDTA wurde - ebenfalls
zuvor entgast - mit einer Endkonzentration von 10 mM zugesetzt (Stammlo¨sung
100 mM in Dialysepuffer). Wa¨hrend des Experiments wurde Argon u¨ber die in ei-
ner Quarzku¨vette befindliche Proteinlo¨sung geleitet; die Temperatur in der Ku¨vet-
te wurde mit Hilfe eines Wasser-Thermostaten konstant bei 20◦C gehalten. Die
Proteinlo¨sung wurde mit den beiden Hochleistungs-LED in Belichtungsschritten
von 1.1 bzw. 5 s angeregt. Nach jedem Blitz wurde jeweils ein UV/Vis-Spektrun
im Wellenla¨ngenbereich von 300 bis 800 nm gemessen. Abbildung 4.7 zeigt ei-
ne aus einem solchen Experiment resultierende Sequenz von Absorptionsspek-
tren. Das vor Beginn der Belichtung aufgenommene Spektrum entspricht dem
in Abbildung 1.6 dargestellten Spektrum des Dunkelzustands LOV1-447. Bereits
nach einer Belichtungsdauer von 7.2 s beginnt dieser spektrale Verlauf sich zu
vera¨ndern. Mit zunehmender Belichtungszeit bildet sich - angezeigt durch einen
Pfeil - eine Absorptionsbande mit Maxima bei 570 und 610 nm heraus, die dem in
Abschnitt 1.2 angesprochenen Neutralradikal des Flavoproteins zugeordnet wer-
den kann [15]. Gleichzeitig nimmt die charakteristische Bande des oxidierten Fla-
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Abbildung 4.8: Standardabweichung σ(l) der unter Verwendung einer steigenden Anzahl an
Komponenten rekonstruierten Datenmatrix von den experimentell ermittelten Messdaten.
vin um 450 nm immer mehr ab. Da die Radikalbildung nach 47.6 s abgeschlossen
ist, wurde die Belichtung beendet. Das Einleiten von Luft in die Lo¨sung fu¨hrte
zu einer vollsta¨ndigen Regenerierung der Absorption des unbelichteten Zustands.
Die Spektren-Sequenz zeigt vier isosbestische Punkte bei 491, 389, 381 und 339
nm, woraus geschlossen werden kann, dass das Reaktionsgemisch tatsa¨chlich nur
die beiden genannten Spezies entha¨lt. Das geschilderte Experiment nimmt also
eine zu der von Kottke et al. berichteten Untersuchung analoge Entwicklung und
besta¨tigt damit die in der Literatur bereits seit langem bekannte Photoreduktion
von Flavoproteinen durch EDTA.
4.3.2 Der formale Weg der Auswertung
Die in Abbildung 4.7 dargestellten, als Funktion der Belichtungszeit gemessenen
Absorptionsspektren bilden eine Messmatrix D. Diese kann nach der in Abschnitt
3.4 beschriebenen Methode der Singula¨rwertzerlegung (SVD) einer eingehenderen
Analyse unterzogen werden. Nach Berechnung der SVD der Matrix D gilt es im
na¨chsten Schritt durch Auftragung der Standardabweichung σ(l) aus Gleichung
3.16 gegen die Anzahl der zur Rekonstruktion der Daten verwendeten Kompo-
nenten die Zahl der signifikanten Komponenten zu ermitteln. Diese Zahl der zur
Darstellung der Datenmatrix notwendigen Komponenten wird als Anzahl der
spektralen Komponenten aufgefasst. In Abbildung 4.8 ist eine solche Auftragung
fu¨r das vorliegende Beispiel dargestellt. Man erkennt, dass die Standardabwei-
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chung σ(l) mit der dritten und allen folgenden Komponenten nur noch geringfu¨gig
abnimmt. Demnach tragen nur zwei Komponenten relevante Information zur Re-
konstruktion bei, wa¨hrend die anderen Komponenten nur Rauschen enthalten.
Diese Vorgehensweise besta¨tigt also, dass - wie bereits aus dem Vorhandensein
isosbestischer Punkte geschlossen wurde - im Reaktionsgemisch zwei Spezies zu
den gemessenen Spektren beitragen.
Die Hauptaufgabe der Analyse besteht nun darin, die Absorptionsspektren und
Konzentrations-Zeit-Profile der einzelnen Verbindungen zu ermitteln. Fu¨r eine ge-
gebene Zahl k von Komponenten kann ein Satz von Spektren und Konzentrations-
Zeit-Profilen definiert werden durch:
F = UX (4.1)
sowie durch:
CT = X−1S(k)VT . (4.2)
Dabei steht S(k) fu¨r die Matrix S, in der alle Diagonalelemente ss mit s > k
gleich Null gesetzt wurden; X ist eine nicht-singula¨re k×k-Matrix. Das Produkt
dieser Spektren und Konzentrations-Zeit-Profile ergibt den bei einer gegebenen
Anzahl von Komponenten bestmo¨glichen Fit, d.h. FCT = D(k). Offensichtlich
ha¨ngt dieser Fit nicht von der Wahl der Matrixelemente von X ab, fu¨r die folglich
Bedingungen auferlegt werden mu¨ssen.
Im Weiteren wird speziell der in diesem Abschnitt interessierende Fall von zwei
Komponenten (also k = 2) behandelt, also gilt fu¨r D = UXX−1S(2) VT :























Da außerdem zu Beginn des vorliegenden Experiments nur eine Komponente,
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Weiterhin gilt:
f1 = u1X11 + u2X21. (4.5)
Vergleicht man die Koeffizienten vor u1 bzw. u2 in den beiden Gleichungen 4.4








Fu¨r den allgemeinen Fall von k Komponenten fu¨hrt besagte Voraussetzung, dass

















Nun wieder zuru¨ck zum speziellen Fall k = 2: Zur Bestimmung der weiteren
Matrixelemente von X wird die Information ausgenutzt, dass ein isosbestischer
Punkt vorliegt und zwar an der Stelle λj. Daraus folgt Fj1 = Fj2. Dies fu¨hrt zu:
X11Uj1 + X21Uj2 = X12Uj1 + X22Uj2. (4.10)
Daraus ergibt sich fu¨r X22:




Da im vorliegenden Experiment, in dem das Semiquinonradikal aus dem oxi-
dierten FMN entsteht, keine vierte Bedingung formuliert werden kann, ist das
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Abbildung 4.9: links: Aus der skizzierten SVD-Analyse resultierende Absorptionspektren des
Dunkelzustands LOV1-447 (durchgezogene Linie) bzw. des Semichinonradikals (gestrichelte Li-
nie); rechts: Die entsprechenden Konzentrations-Zeit-Profile von LOV1-447 (Vierecke) bzw. des
Radikals (Dreiecke); mit Kreisen ist der Verlauf der Summe der beiden Molenbru¨che dargestellt.
Verha¨ltnis X12
X22
unbestimmt. Daher wird es in einer Abscha¨tzung so gewa¨hlt,
dass ein charakteristischer Peak von Spezies 1 im Spektrum von Spezies 2 nicht
mehr auszumachen ist. Im konkreten Fall soll die typische Flavin-Bande um
447 nm im Spektrum der zweiten Verbindung nicht mehr zu beobachten sein.
Wenn man die skizzierte Vorgehensweise auf das in diesem Abschnitt diskutierte
Beispiel anwendet und dabei den isosbestischen Punkt bei einer Wellenla¨nge
von 491 nm wa¨hlt, dann erha¨lt man die in Abbildung 4.9 links dargestellten
Absorptionsspektren sowie die rechts zu erkennenden Konzentrations-Zeit-Profile.
Das geschilderte Prozedere ist natu¨rlich a¨quivalent zu folgendem einfachen Vorge-
hen: Aufgrund der Bedingung, dass zu Beginn des Experiments nur das oxidierte
Flavin vorliegt, ist das erste aufgenommene Spektrum eben gleich dem Spektrum
dieser Spezies. Das Spektrum der zweiten Spezies, des Radikals, erha¨lt man dann,
indem man vom zuletzt gemessenen Spektrum gerade soviel des ersten Spektrums
abzieht, dass die charakteristische Flavin-Bande um 447 nm darin verschwindet.
Da die Photoreduktion nicht vollsta¨ndig abreagiert, sollte das letzte Spektrum ja
immer noch Reste des oxidierten Flavins enthalten. Allerdings wurde bereits an
dieser Stelle der formale Weg der Auswertung dargelegt, um im Weiteren darauf
zuru¨ckgreifen zu ko¨nnen und auf diese Weise Beziehungen zwischen den verschie-
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denen Experimenten herzustellen.
4.3.3 Diskussion
Wie bereits Kottke et al. fu¨r den Fall der Photoreduktion einer C57S-Mutante
der LOV1-Doma¨ne aus C. reinhardtii mit EDTA berichtet haben [41], wurde
auch in vorliegender Studie bei Durchfu¨hrung des entsprechenden Experiments
mit der C57G-Mutante der gleichen LOV-Doma¨ne die Ausbildung eines neutra-
len Semiquinonradikals beobachtet. Die Messung zeigt somit, dass die LOV1-
Doma¨ne zu der Gruppe von Flavoproteinen geho¨rt, bei der das Neutralradikal
gegenu¨ber der anionischen Form bevorzugt gebildet wird [15]. Dies kann darauf
zuru¨ckgefu¨hrt werden, dass ungeladene Zusta¨nde in der unpolaren Bindungsta-
sche dieser Protein-Doma¨ne besser stabilisiert werden.
Auch Kay et al. fu¨hrten a¨hnliche Belichtungsexperimente mit einer C450A-
Mutante der LOV2-Doma¨ne aus A. sativa Phototropin durch [39]. Im Unterschied
zum aktuellen Experiment stellten sie die Bildung der neutralen Radikalform aber
auch in Abwesenheit des Donors EDTA fest. Die Autoren erkla¨ren diesen Vorgang
u¨ber eine Protein-interne Elektronenu¨bertragung durch eine nicht-identifizierte,
redoxaktive Aminosa¨ure. Als Kandidaten hierfu¨r fu¨hren sie die Aminosa¨uren
Tryptophan, Histidin und Tyrosin an.
Was den Mechanismus der Photoreduktion von Flavoproteinen durch den ex-
ternen Donor EDTA angeht, postuliert eine Studie aus dem Jahre 1978, dass
zuna¨chst freies Flavin in der Lo¨sung durch EDTA zum Dihydroflavin reduziert
wird. Dieses wiederum, so die Autoren, reduziert in einer anschließenden Dun-
kelreaktion das Protein-gebundene FMN [78]. Das freie FMN u¨bernimmt also
mutmaßlich die Rolle eines Redox-Mediators. Voraussetzung fu¨r diesen Verlauf
der Reaktion ist die Anwesenheit von freiem FMN in Lo¨sung. Da der Chromo-
phor in LOV-Doma¨nen nicht-kovalent gebunden ist, ist anzunehmen, dass selbst
bei hoher Bindungsaffinita¨t zum Protein einige Flavin-Moleku¨le fu¨r die Katalyse
zur Verfu¨gung stehen sollten. Auf den genauen Mechanismus der Photoredukti-
on von freiem Flavin in Gegenwart von EDTA soll anhand von Abbildung 4.10
eingegangen werden (vgl. [38], [79]). Die wesentliche Eigenschaft des EDTA, die
es ihm ermo¨glicht, das Flavin zu photoreduzieren, ist die Umlagerung des prima¨r
entstandenen EDTA-Radikals. Nach der Elektronenu¨bertragung auf das aus An-
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Abbildung 4.10: Zerfall und Umlagerung des EDTA-Radikals nach Elektronenu¨bertragung
auf das Flavin.
regung in den Singulett-Zustand und nachfolgendem intersystem crossing her-
vorgegangene 3Flavin bildet sich Kohlendioxid und ein weiteres Radikal, das nun
erneut ein oxidiertes 3Flavin reduzieren kann. Somit wird eine Ru¨cku¨bertragung
des Elektrons vom radikalischen Flavin im elektronischen Grundzustand auf das
EDTA verhindert. Die Flavinradikale disproportionieren dann zum reduzierten
und oxidierten Zustand.
Basierend auf einer aktuellen Untersuchung aus dem Jahre 2007 allerdings be-
zweifeln wir zumindest, was LOV-Doma¨nen anbelangt, dass eine solche oben be-
schriebene Interflavin-Redoxreaktion zwischen freiem und Protein-gebundenem
FMN der bevorzugte Weg des Elektronen-Transfers ist, dass also freies FMN als
Redox-Vermittler agiert [80]. Wir halten es stattdessen fu¨r mo¨glich, dass in LOV-
Doma¨nen EDTA selbst dem gebundenen FMN nahe genug kommt, so dass es
direkt ein Elektron u¨bertragen kann. Es ist aber auch denkbar, dass eine Ami-
nosa¨ure des Proteins am Reaktionspfad des Elektronen-Transfers beteiligt ist.
Neben dem Elektron muss zur Bildung eines Neutralradikals auch ein Proton auf
das FMN u¨bertragen werden. Dieses muss allerdings nicht vom Protein stammen,
sondern kann auch aus der Lo¨sung kommen, da die Bindungstasche prinzipiell fu¨r
Protonen zuga¨nglich ist. So wurde durch IR-Spektroskopie gezeigt, dass in D2O
das Cystein 57-Thiol-Proton der LOV1-Doma¨ne gegen Deuterium ausgetauscht
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wird [31].
4.4 Thiole in der Rolle des reaktiven Cysteins
Das eigentliche Ziel vorliegender Studie bestand darin, einen weiteren Beitrag zur
Aufkla¨rung des Reaktionsmechanismus der Adduktbildung in LOV-Doma¨nen zu
leisten. Zu diesem Zweck wurde ein Modellsystem des sensorischen Apparats der
wildtypischen Protein-Doma¨ne erzeugt, indem das reaktive Cystein 57 durch ei-
ne gezielt eingefu¨hrte Punktmutation gegen die Aminosa¨ure Glycin ausgetauscht
wurde. Dadurch wurde zum einen erreicht, dass in Abwesenheit der Thiolfunkti-
on des Cysteins die natu¨rliche Photoadduktbildung nicht ablaufen konnte. Zum
anderen wurde durch die Wahl der Aminosa¨ure Glycin dafu¨r gesorgt, dass der
verfu¨gbare Innenraum der Proteinbindungstasche sein maximales Volumen an-
nahm, da es sich bei dieser Aminosa¨ure um die kleinstmo¨gliche aller nativen
Proteinbausteine handelt. Des Weiteren musste dem Reaktionsgemisch natu¨rlich
ein externer Reaktionspartner hinzugefu¨gt werden, der die Rolle des Cysteins
57 u¨bernehmen sollte. Nachdem im vorangehenden Kapitel ein erstes Vorexpe-
riment mit dem bekannten Elektronen-Donor EDTA beschrieben wurde, sollte
nun - um den natu¨rlichen Verha¨ltnissen der Protein-Doma¨ne na¨her zu kommen -
ein Moleku¨l mit einer Thiolfunktion eingesetzt werden. Guo fu¨hrte bereits 2005
a¨hnliche Experimente mit der C57S-Mutante und Etanthiol (CH3-CH2-SH) bzw.
β-Merkaptoethanol (HO-CH2-CH2-SH) als externe Reagenzien durch [81]. An-
knu¨pfend daran wurde im na¨chsten Schritt der aktuellen Untersuchung die bi-
funktionale Verbindung β-Merkaptoethanol (β-ME) ausgewa¨hlt.
4.4.1 β-Merkaptoethanol
Das Experiment
Die in dem bekannten Dialysepuffer (10 mM Na-Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1
mM PMSF, pH 8.0) gelo¨ste LOV1 C57G-Doma¨ne wurde nach der Methode aus
Abschnitt 3.6.9 von Sauerstoff befreit; durch Daru¨berleiten eines Argonstroms
wa¨hrend der Durchfu¨hrung des Experiments wurde auch im Weiteren ein Ein-
dringen dieses Gases verhindert. Die Temperatur des Reaktionsgemisches betrug
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Abbildung 4.11: Sequenz der Absorptionsspektren aus dem Belichtungsexperiment mit β-
ME als externen Donor (es sind nicht alle Spektren der gemessenen Reihe dargestellt); die
Pfeile zeigen die Entwicklungsrichtung der Spektren an; im Kasten sind die entsprechenden
Belichtungszeiten aufgefu¨hrt.
konstant 20◦C. Der Reaktionspartner β-ME wurde mit einer Endkonzentration
von 100 mM zugesetzt. Die Erho¨hung der Konzentration um einen Faktor 10
verglichen mit vorangehendem Experiment ist dadurch bedingt, dass bereits bei
dieser ho¨heren Konzentration der flu¨ssigen Verbindung β-ME lediglich eine Men-
ge in der Gro¨ßenordnung von wenigen Mikrolitern zugegeben werden musste. Bei
einer weiteren Reduzierung wa¨re das dann notwendige Volumen nicht mehr hand-
habbar gewesen. In U¨bereinstimmung zum EDTA-Experiment wurde die Lo¨sung
in Schritten von 1.1, 5, 10 bzw. 15 s belichtet. Abbildung 4.11 zeigt einen Teil der
in den Zwischenra¨umen der Belichtung gemessenen UV/Vis-Spektren. Wie auch
im ersten Experiment mit EDTA tritt bereits mit den ersten Belichtungsschrit-
ten eine Vera¨nderung des Absorptionsspektrums ein: Die typische Flavin-Bande
um 447 nm beginnt abzunehmen, wa¨hrend sich bei 570 bzw. 610 nm zwei Ab-
sorptionsmaxima andeuten. Die weitere Entwicklung der Spektren wird wiederum
durch Pfeile angedeutet. Nach 193.1 s ist die Radikalbildung abgeschlossen, die
Belichtung wird eingestellt. Leitet man dann Luft u¨ber das Reaktionsgemisch,
so resultiert daraus eine vollsta¨ndige Regenerierung des Absorptionsverhaltens
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Abbildung 4.12: links: Aus der SVD-Analyse resultierende Absorptionsspektren des Dun-
kelzustands LOV1-447 (durchgezogene Linie) bzw. des Semichinonradikals (gestrichelte Linie);
rechts: Die entsprechenden Konzentrations-Zeit-Profile von LOV1-447 (Vierecke) bzw. des Ra-
dikals (Dreiecke); mit Kreisen ist der Verlauf der Summe der beiden Molenbru¨che dargestellt.
des Dunkelzustands; die Reaktion ist also vo¨llig reversibel. Man erkennt deutlich,
dass auch diese Spektren-Sequenz vier scharfe isosbestische Punkte bei 491, 390,
380 und 341 nm aufweist. Diese erste oberfla¨chliche Betrachtung des Experiments
legt also den Schluss nahe, dass β-ME mutmaßlich wie EDTA nach Anregung des
FMN in den Triplett-Zustand ein Elektron sowie ein Proton auf den Chromophor
u¨bertra¨gt. Das Proton kann allerdings auch vom Protein oder aus der umgeben-
den Lo¨sung stammen; dahingehend liefert unser Experiment keine Aussage. Auch
im Falle dieses Reagenzes entsteht nach Belichtung das neutrale Semiquinonradi-
kal. Betrachtet man die bifunktionale Verbindung β-ME, so muss angenommen
werden, dass dem Schwefel der Thiolfunktion die Rolle des Elektronendonors zu-
zuordnen ist, da dieses Element weit weniger elektronegativ ist als der Sauerstoff
der benachbarten OH-Funktion.
Die Auswertung
Die Auswertung der Messdaten wurde analog zum im vorangehenden Kapitel
4.3.2 skizzierten Vorgehen durchgefu¨hrt. Die Auftragung der Standardabweichung
σ(l) der durch l Komponenten rekonstruierten Datenmatrix von der experimentell
ermittelten Matrix (nicht gezeigt) besta¨tigt in U¨bereinstimmung mit dem Vorhan-
densein isosbestischer Punkte, dass nur zwei verschiedene Spezies zu den gemesse-
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Abbildung 4.13: Strukurformel von Dithiothreitol (DTT).
nen Spektren beitragen. Die Berechnung von Spektren und Konzentrations-Zeit-
Profilen der einzelnen Verbindungen fu¨hrt zu den in Abbildung 4.12 dargestellten
Kurven und besta¨tigt somit die zuna¨chst angestellten Vermutungen.
4.4.2 Dithiothreitol (DTT)
Das im vorangehenden Abschnitt 4.4.1 beschriebene Belichtungsexperiment mit
dem externen Elektronendonor β-ME hat aufgezeigt, dass aliphatische Merkap-
tane grundsa¨tzlich dazu in der Lage sind, LOV-Doma¨nen in derselben Weise
wie EDTA zu photoreduzieren, also Elektronen auf im Triplettzustand befindli-
ches FMN zu u¨bertragen. Dieses Geschehen impliziert, dass das Moleku¨l β-ME
(HO-CH2-CH2-SH) sich dem in der Bindungstasche der Doma¨ne sitzenden Chro-
mophor bis zu einem solchen Abstand na¨hern kann, dass ein Elektronen-Transfer
mo¨glich ist. Damit dra¨ngt sich die Frage auf, ob dieser Transfer verhindert wird,
wenn man ein Thiol mit einem gro¨ßeren aliphatischen Rest verwendet, so dass
das Moleku¨l mutmaßlich nicht mehr weit genug in die Bindungstasche eindrin-
gen kann. Um eben dieser Frage nachzugehen, wurde im na¨chsten Schritt dieser
Studie auf das volumino¨sere Merkaptan Dithiothreitol (DTT) als Donor zuru¨ck-
gegriffen. Wie Abbildung 4.13 zu entnehmen ist, entspricht diese Verbindung zwei
miteinander verknu¨pften β-ME-Moleku¨len; sie findet oftmals Anwendung in der
Mikrobiologie: Hier wird sie speziell bei der Pra¨paration von SDS-Gelen zur Re-
duktion von Disulfidbru¨cken in Proteinen zugesetzt.
Die experimentellen Bedingungen wurden auch in diesem Fall analog zu Abschnitt
4.3.1 eingestellt: Das Protein lag in dem bekannten Dialysepuffer vor (10 mM Na-
Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0), Entfernung und Fernhalten von
Sauerstoff erfolgten nach den beschriebenen Methoden, die Temperatur wurde bei
20◦C gehalten. Das Merkaptan wurde wie zuvor das EDTA ausgehend von einer
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100 mM Stammlo¨sung (in Dialysepuffer) mit einer Endkonzentration von 10 mM
zugegeben. Belichtet wurde mit den beiden Hochleistungs-LED in Schritten von
1.1 bzw. 5 s.
Entgegen der eingangs gea¨ußerten Vermutung, DTT ko¨nnte zu groß sein, als
dass es sich dem FMN fu¨r einen Elektronen-Transfer nahe genug na¨hern ko¨nnte,
weist die Sequenz der im Wellenla¨ngenbereich von 300 bis 800 nm gemessenen
UV/Vis-Spektren (nicht gezeigt) eine zu den Abbildungen 4.7 und 4.11 a¨quiva-
lente Entwicklung auf: Die Bande des oxidierten Flavins nimmt ab, stattdessen
wachsen bei 570 und 610 nm zwei Maxima heraus. Nach etwa 53 s ist die Radi-
kalbildung abgeschlossen, die Belichtung wird abgebrochen. Bei Luftzutritt bildet
sich das Ausgangsspektrum des Dunkelzustands zuru¨ck, die Reaktion ist rever-
sibel. Auch was die isosbestischen Punkte anbelangt, ist eine U¨bereinstimmung
festzustellen. So finden sich erneut vier solcher Punkte bei 487, 387, 378 und 337
nm. Im Einklang mit dieser eher oberfla¨chlichen Betrachtungsweise der Messer-
gebnisse liefert auch ihre eingehende Analyse ausgehend von dem beschriebenen
SVD-Algorithmus das Resultat, dass zwei Spezies im Reaktionsgemisch enthal-
ten sind: Das oxidierte FMN wird anscheinend, sobald es im Triplettzustand ist,
durch DTT zum Semiquinonradikal reduziert. Insbesondere nimmt das Spektrum
der entstehenden Spezies, also des Radikals, einen a¨hnlichen Verlauf wie die in
den Abbildungen 4.9 sowie 4.12 dargestellten UV/Vis-Spektren.
4.4.3 Diskussion
Im Jahre 2005 belichtete Guo - in Abwandlung des von Kottke et al. bereits 2003
durchgefu¨hrten Photoreduktionsexperiments einer LOV1-Doma¨ne in Gegenwart
von EDTA [41] - die C57G-Mutante der LOV1-Doma¨ne aus C. reinhardtii bei
Anwesenheit der Merkaptane Ethanthiol und β-ME [81]. Dabei setzte sie das
Reaktionsgemisch einem einzelnen Belichtungsschritt mit zwei LED desselben
Typs, wie sie in der aktuellen Studie verwendet wurden, aus und nahm danach
ein einzelnes UV/Vis-Spektrum auf, das die Ausbildung eines neutralen Semi-
quinonradikals nahelegt. Die Dauer des Lichtblitzes sowie die Konzentration der
Reduktionsmittel wurden in dieser Arbeit nicht angegeben, so dass diesbezu¨glich
kein Vergleich mit vorliegender Untersuchung angestellt werden kann.
In unserer Studie wurden diese Belichtungsexperimente von Guo wieder aufgegrif-
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fen und in der in Abschnitt 4.3 geschilderten Art und Weise zu einer Sequenz von
Belichtungsschritten mit einer Reihe von Absorptionsspektren als Funktion der
Belichtungszeit ausgebaut. Dabei konnte unter genau spezifizierten Reaktionsbe-
dingungen wie z.B. Belichtungsdauer oder Konzentration des externen Donors
gezeigt werden, dass aliphatische Merkaptane wie β-ME - also Spezies mit einer
funktionelle Gruppe, wie sie auch in der Aminosa¨ure Cystein zu finden ist - genau-
so wie EDTA dazu in der Lage sind, Elektronen auf den in den Triplett-Zustand
angeregten Chromophor FMN zu u¨bertragen, diesen also zu photoreduzieren. Im
Weiteren wurde der Frage nachgegangen, ob auch ein volumino¨seres Merkaptan
wie DTT ein Elektron u¨bertragen kann oder ob es aufgrund seines im Vergleich
zu β-ME doppelt so großen Volumens aus der Bindungstasche ausgeschlossen ist.
Das entsprechende Experiment zeigt, dass auch DTT noch nahe genug fu¨r diese
Reaktion an den Chromophor herankommt. Ungekla¨rt bleibt an dieser Stelle die
Frage, ob man den Elektronen-Transfer verhindern kann, wenn man das Merkap-
tan nur groß genug wa¨hlt.
Zum Abschluss dieser Versuchsreihe wa¨re ein quantitativer Vergleich der verschie-
denen Photoreduktionen von Interesse, bei dem die einzelnen Elektronen-Donoren
aufgrund der jeweils fu¨r einen bestimmten Reaktionsfortschritt notwendigen Be-
lichtungsdauer einer Einordnung unterzogen werden ko¨nnten. Eine solche Rei-
hung lassen die vorhandenen Messergebnisse allerdings nicht zu, da die Parameter
Protein- sowie Donor-Konzentration nicht einheitlich gewa¨hlt werden konnten.
4.5 Das kleinstmo¨gliche Merkaptan als Donor:
Methylmerkaptan
In Kapitel 4.4.2 wurde untersucht, welche Vera¨nderung eintritt, wenn man das
Volumen des externen Donors bei fraglichem Belichtungsexperiment verdoppelt,
wenn man also β-ME durch DTT ersetzt. Nun soll die andere Seite des Spektrums
betrachtet werden, nun soll ausprobiert werden, was passiert, wenn man das Vo-
lumen der von außen zugesetzten Reagenz minimiert. Die Verbindung der Wahl
im na¨chsten Belichtungsexperiment ist somit Methylmerkaptan (MM), dessen
aliphatischer Rest lediglich aus einer Methylgruppe CH3- besteht. Mit der Ver-
kleinerung des organischen Restes tritt allerdings eine zusa¨tzliche Schwierigkeit
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auf, was die Durchfu¨hrung des Experiments angeht: die Substanz MM ist na¨mlich
gasfo¨rmig. Daher musste zuna¨chst ein gangbarer Weg gefunden werden, wie die-
se Spezies zugesetzt werden konnte. Einfaches Durchleiten des Gases durch die
Protein-Lo¨sung kam nicht in Frage aufgrund des in Abschnitt 3.6.9 angesproche-
nen dadurch verursachten Ausflockens der Protein-Doma¨ne. Diese Komplikation
konnte jedoch umgangen werden, indem zuna¨chst nach der in Abschnitt 3.7 be-
schriebenen Methode durch eine Lo¨sung, die alle Bestandteile der Protein-Lo¨sung
außer der eigentlichen Protein-Doma¨ne enthielt, also durch den bereits bekann-
ten Dialyse-Puffer (10 mM Na-Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0)
MM durchgeleitet wurde. Auf diese Weise wurde bei Zusatz dieser resultieren-
den MM-Lo¨sung zum Reaktionsgemisch das Milieu der Protein-Doma¨ne nicht
vera¨ndert, so dass eine Destabilisierung der Doma¨ne verhindert werden konnte.
Als Protein-Doma¨ne wurde weiterhin die C57G-Mutante verwendet, bei der ja
der zuga¨ngliche Raum in der Bindungstasche maximal sein sollte.
4.5.1 Methylmerkaptan in “kleiner” Konzentration - an-
aerob
Das Experimnt
In einem ersten Experiment wurde der im bekannten Dialyse-Puffer (10 mM Na-
Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0) vorliegenden Protein-Doma¨ne
LOV1 C57G bei einem Eigenvolumen von etwa 300 µl eine Menge von 3 µl der
MM-Lo¨sung zugegeben. Die Konzentration an MM war dabei nicht bekannt, da
ja die Konzentration von MM in der Stammlo¨sung nicht ermittelt werden konn-
te. Außerdem wurde nach dem bekannten Vorgehen Sauerstoff-frei gearbeitet.
Ebenso wurde die Temperatur wiederum bei 20◦C gehalten. Die Belichtung des
Reaktionsgemisches erfolgte in Schritten von 1.1 bzw. 5 s. Abbildung 4.14 zeigt
die Sequenz der dazwischen aufgenommenen Absorptionsspektren. Bereits nach
einer Belichtungszeit von etwa 6 s vera¨ndert sich der spektrale Verlauf: Wie auch
in den Experimenten mit EDTA und β-ME wird die Bande bei 447 nm klei-
ner, wohingegen bei 570 bzw. 610 nm zwei Maxima auftauchen. Als wichtiger
Unterschied zu den genannten Versuchen ist allerdings festzustellen, dass diese
Spektrenfolge keine isosbestischen Punkte aufweist. Des Weiteren bildet sich nach
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Abbildung 4.14: Sequenz der Absorptionsspektren aus dem Belichtungsexperiment mit MM
als externem Donor bei geringer Konzentration an MM und unter anaeroben Bedingungen (es
sind nicht alle Spektren der gemessenen Reihe dargestellt); die Pfeile zeigen die Entwicklungs-
richtung der Spektren an; im Kasten sind die entsprechenden Belichtungszeiten aufgefu¨hrt;
speziell das gestrichelt dargestellte Spektrum wurde nach Belu¨ften der Probe am Ende des
Experiments gemessen.
Beendigung der Belichtung nach etwa 87 s bei Belu¨ftung das Ausgangsspektrum
des oxidierten FMN nicht mehr vollsta¨ndig zuru¨ck, die Reaktion ist teilweise irre-
versibel - erkennbar an dem in Abbildung 4.14 gestrichelt dargestellten Spektrum.
Die Auswertung
Zur Aufkla¨rung dieses Reaktionsgeschehens wurde zuna¨chst eine SVD der Da-
tenmatrix D durchgefu¨hrt; Abbildung 4.15 ist die entsprechende Auftragung der
bereits erla¨uterten Standardabweichung σ(l) gegen die Anzahl der zugrundelie-
genden Komponenten zu entnehmen. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich σ(l)
in diesem Fall erst ab der vierten und allen folgenden Komponenten nur noch
geringfu¨gig vera¨ndert. Daraus kann man schließen, dass im Gegensatz zu den
bisherigen Experimenten mit EDTA, β-ME und DTT nun drei Spezies im Reak-
tionsgemisch vorliegen, die zu den Spektren beitragen.
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Abbildung 4.15: Standardabweichung σ(l) der unter Verwendung einer steigenden Anzahl an
Komponenten rekonstruierten Datenmatrix von den experimentell ermittelten Messdaten fu¨r
das vorliegende MM-Experiment.
Abbildung 4.16: Die ersten vier aus der SVD resultierenden Spaltenvektoren ui des Wel-
lenla¨ngenraums.
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Abbildung 4.17: Die ersten vier aus der SVD resultierenden Zeilenvektoren vi des Zeitraums.
In Abbildung 4.16 sind die ersten vier aus der SVD D = USVT resultierenden
Spaltenvektoren ui dargestellt, die eine orthogonale Basis im Wellenla¨ngenraum
bilden. Abbildung 4.17 entha¨lt die entsprechenden Zeilenvektoren vi, die als or-
thogonale Basis im Zeitraum fungieren. Die Gewichte Si ordnen diese Beitra¨ge
nach abnehmender Relevanz fu¨r die Rekonstruktion der Daten: S1 = 56.37329,
S2 = 12.96057, S3 = 1.60624.
Formuliert man nun - entsprechend Gleichung 4.3 fu¨r den Fall k = 2 - die Glei-
chungen 4.1 und 4.2 fu¨r k = 3 Komponenten, so erha¨lt man:
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fu¨r die Konzentrations-Zeit-Profile ci als Linearkombination der Basisvektoren vi.
Zur Rekonstruktion der Spektren, also zur Bestimmung der neun Matrixelemente
Xij werden folgende Informationen verwendet:
• Das erste gemessene Spektrum ist das Spektrum des Dunkelzustands LOV1-
447.
• Es liegt wieder die neutrale Radikalform vor; die Banden um 600 nm werden
ausschließlich durch dieses Radikal verursacht.
• Die dritte unbekannte Spezies absorbiert nur im UV-Bereich.
• Alle drei Spezies sollen mo¨glichst keine gemeinsamen Banden haben.
Aus Bedingung 2 folgt, dass quasi in einem Gauss-Eliminationsverfahren fu¨r die
Lo¨sung linearer Gleichungssysteme aus den Vektoren ui zwei Linearkombinatio-
nen gebildet werden ko¨nnen, die keine Bande bei 600 nm haben. Diese Linear-
kombinationen enthalten somit keinen Beitrag mehr vom Radikal, sie bilden also
eine Basis fu¨r die beiden anderen Spezies. Durch Variation der Koeffizienten und
Inaugenscheinnahme der resultierenden Spektren findet man die beiden Lo¨sun-
gen:
a1 = 3.95 · u1 + u2 (4.14)
und
a2 = 2.90 · u1 + u3, (4.15)
die in Abbildung 4.18 dargestellt sind. Diese Spektren mu¨ssen nun so linear kom-
biniert werden, dass die beiden Ergebnisse jeweils mo¨glichst wenige Banden und
mo¨glichst auch keine Banden gemeinsam haben. Außerdem sollte eines der beiden
Ergebnisse praktisch identisch mit dem Spektrum von oxidiertem FMN sein. Das
Spektrum a1 sieht ihm schon recht a¨hnlich, die UV-Banden haben jedoch etwas
zu hohe Intensita¨t. Zuna¨chst wird versucht, die beiden Spektren so zu kombi-
nieren, dass die bekannten Banden des FMN herausfallen. Das Ergebnis f3 hat
nur noch einen Peak bei ca. 375 nm, wie Abbildung 4.19 zu entnehmen ist. Das
Spektrum a1 sollte also eine Linearkombination von FMN und diesem Spektrum
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Abbildung 4.18: Durch Linearkombination der Vektoren ui nach den Gleichungen 4.14 und
4.15 erhaltene Spektren a1 und a2.
Abbildung 4.19: Nach Gleichung 4.16 und 4.17 berechnete Spektre f3 und f1.
f3 sein. Folglich wird von a1 soviel f3 abgezogen, dass die UV-Banden etwa die
Intensita¨t der Schulter bei 425 nm haben. Das Ergebnis lautet:
f3 = 2.90 · a2 − a1 (4.16)
und
f1 = a1 − 0.07 · f3. (4.17)
Im letzten Schritt der Rekonstruktion werden aus dem Spektrum u1 durch Sub-
traktion von f1 und f3 deren Banden entfernt, so dass das Spektrum des Radikals
u¨brig bleibt:
f2 = u1 − 0.18 · f1 − 0.03 · f3. (4.18)
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Abbildung 4.20: Nach Gleichung 4.18 berechnetes Spektrum f2.
Abbildung 4.20 zeigt das resultierende Spektrum f2. Damit kann nun die Matrix






























Daraus wurden die Konzentrations-Zeit-Profile aus Abbildung 4.21 gewonnen.
Ebenso wie die Spektren sind diese Kurven aus Abbildung 4.21 noch nicht in den
gleichen Einheiten. Die Rekonstruktion wird na¨mlich nicht beeinflusst, wenn ein
Spektrum mit einem Faktor multipliziert und das entsprechende Konzentrations-
Zeit-Profil durch denselben Faktor dividiert wird. Um die Kurven in dieselben
Einheiten zu transformieren, wird zusa¨tzliche Information beno¨tigt. Zuna¨chst
wird das Spektrum f1 (FMNox) so skaliert, dass die Konzentration zu Beginn
gleich 1 ist. Dann ko¨nnen die Konzentrationen als Molenbru¨che interpretiert wer-
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Abbildung 4.21: Anhand der inversen Matrix X−1 gewonnene Konzentrations-Zeit-Profile
von FMNox (Dreiecke), des Radikals (Vierecke) und der Spezies drei (Sterne).
den. Als zweites wird f2 so skaliert, dass f1 und f2 bei 489.5 nm ihren isosbesti-
schen Punkt haben, der aus den Experimenten mit β-ME und DTT bekannt ist.
Die dritte Spezies absorbiert an diesem Punkt nicht, sie kann also den isosbesti-
schen Punkt nicht verschieben. Durch diese Skalierung ist auch der Molenbruch
c2 festgelegt. Schließlich wird versucht, c3 so zu skalieren, dass die Summe c1 +
c2 + c3 fu¨r alle Zeiten gleich 1 ist. Dies gelingt tatsa¨chlich, und damit ist auch
die relative Intensita¨t von f3 festgelegt. Die Endergebnisse fu¨r die Spektren sowie
fu¨r die Konzentrations-Zeit-Profile sind in Abbildung 4.22 dargestellt.
Die Auswertung der Daten ergibt also, dass bei Belichtung der C57G-Mutante im
Beisein von MM neben dem neutralen Radikal eine weitere Spezies entsteht, die
eine einzelne breite Bande bei 375 nm besitzt. Dieser spektrale Verlauf stimmt bis
auf eine Blauverschiebung von 15 nm mit dem Spektrum des Cystein-Addukts
u¨berein, das in der Photoreaktion des Wildtyps gebildet wird und das ja gerade,
wie Abbildung 1.6 zu entnehmen ist, bei 390 nm eine einzelne Absorptionsbande
besitzt. Daher liegt es nahe, diese dritte Spezies als entsprechendes MM-Addukt,
also als Addukt zwischen dem von außen zugesetzten MM und dem C(4a)-Atom
des FMN der C57G-Mutante zu interpretieren. Diese Zuordnung impliziert, dass
das deutlich kleinere Moleku¨l MM - im Gegensatz zu den volumino¨seren β-ME
und DTT - so weit in die Bindungstasche der Protein-Doma¨ne vordringen kann,
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Abbildung 4.22: links: Rekonstruierte Spektren von FMNox (durchgezogene Linie), des Ra-
dikals (gestrichelte Linie) und der dritten Spezies (gepunktete Linie); rechts: Konzentrations-
Zeit-Profile des FMNox (Dreiecke), des Radikals (Vierecke) und der dritten Spezies (Sterne);
die Summe der drei Molenbru¨che ist mit Kreisen dargestellt.
dass es nicht nur in der Lage ist, ein Elektron zu u¨bertragen, sondern auch eine
kovalente Bindung mit dem Chromophor FMN ausbilden kann. Das Experiment
ergibt außerdem, dass dieses Addukt im Gegensatz zum Radikal nicht Sauerstoff-
empfindlich ist. Wie bereits erwa¨hnt wurde, ist die Reaktion na¨mlich bei Zutritt
von O2 teilweise irreversibel.
Der Verlauf der Molenbru¨che in Abbildung 4.22/rechts zeigt an, dass das Addukt
rasch gebildet wird, dann nahezu konstant bleibt und schließlich langsam wieder
zerfa¨llt. Das Radikal dagegen entsteht mit einer deutlich zu erkennenden Verzo¨ge-
rung. Die Tatsache, dass das Addukt nur zu einem Anteil von etwa 25 % gebildet
wurde, ko¨nnte in dem Sinne gedeutet werden, dass in einer bestimmten Fraktion
der LOV-Doma¨ne ein MM-Moleku¨l im aktiven Zentrum sitzt und bei Belichtung
mit dem Chromophor zum Addukt reagiert. Der andere Teil der LOV-Doma¨nen
besitzt kein MM in der Bindungstasche, wird aber von MM aus der na¨heren Um-
gebung zum Radikal reduziert. An dieser Stelle kann die These formuliert werden,
dass zuna¨chst in allen LOV-Doma¨nen - also solchen, die in der Bindungstasche
ein MM haben, und solchen, bei denen sich ein MM lediglich in der Na¨he befindet
- ein Elektron und ein Proton u¨bertragen wird und dass dann - ausschließlich in
den Doma¨nen, die ein MM im aktiven Zentrum haben - die entstandenen Radika-
le zum Addukt rekombinieren, dass also das Radikal eine Zwischenstufe auf dem
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Weg zum Addukt ist. Die Doma¨nen, die durch MM aus der na¨heren Umgebung
zum Radikal reduziert wurden, ko¨nnten nicht zum Addukt weiterreagieren, da der
radikalische Reaktionspartner CH3S· ja zu weit entfernt ist. Diese Radikale wa¨ren
also im Sinne dieser Weiterreaktion inaktiv und wa¨ren somit - wie auch in den
β-ME-, DTT- und EDTA-Reaktionen - weiterhin stabil. Dieser Deutungsversuch
erkla¨rt aber nicht, warum das Radikal erst mit Verzo¨gerung entsteht. In einem
alternativen Erkla¨rungsansatz kann man postulieren, dass Radikal und Addukt
in zwei unabha¨ngigen Parallelreaktionen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit
entstehen. Dies wu¨rde auch die verzo¨gerte Ausbildung des Radikals versta¨ndlich
machen.
In einer vo¨llig anderen These kann man auch annehmen, dass gerade diese
Verzo¨gerung der Radikalbildung ein Beleg dafu¨r ist, dass das Addukt u¨ber die
Zwischenstufe Radikal entsteht. Zuna¨chst gebildetes Radikal ko¨nnte na¨mlich
durch die sofort einsetzende Adduktbildung wieder verbraucht werden, so dass
das Radikal erst zeitlich verzo¨gert stabil ist. Dafu¨r spricht auch die Tatsache, dass
im Gegensatz zu vorliegendem Experiment im Falle der β-ME-Reaktion, bei der
ja kein Addukt gebildet werden konnte, die Radikalbildung sofort beginnt, wie
Abbildung 4.12 zu entnehmen ist. Allerdings bleibt im Rahmen dieser Deutung
ungekla¨rt, warum nur ein Teil der vorhandenen LOV-Doma¨nen - laut Abbildung
4.22 etwa 25 % - zum Addukt reagiert.
Modifikationen des Experiments
Um weitere Klarheit in die Interpretation des geschilderten Experiments zu brin-
gen, sollte im Weiteren ausgetestet werden, unter welchen Bedingungen die Aus-
beute an Addukt vergro¨ßert werden ko¨nnte. In einem ersten Ansatz wurde da-
zu u¨bergegangen, das Reaktionsgemisch nun in Anwesenheit von Sauerstoff bei
ansonsten gleichen Bedingungen wie in obigem Experiment zu belichten. Dahin-
ter steckte die durch die teilweise Irreversibilita¨t der Reaktion gestu¨tzte Annah-
me, dass das Addukt im Gegensatz zum Radikal nicht Sauerstoff-empfindlich
ist. Dann ko¨nnten die zuna¨chst gebildeten, im Sinne obiger Erkla¨rungen fu¨r die
Adduktbildung inaktiven Radikale vom Sauerstoff zum Dunkelzustand zuru¨ck-
oxidiert werden und ko¨nnten dann ihrerseits MM aufnehmen und zum Addukt
abreagieren. Unter diesen Bedingungen wa¨ren LOV-Doma¨nen, die zuerst zum
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Radikal reagieren, nicht “fu¨r alle Zeiten” von der Adduktbildung ausgeschlossen.
Ein entsprechendes Experiment lieferte allerdings keine wesentliche Verbesserung,
was die Addukt-Ausbeute anbelangt. Erwartungsgema¨ß wurde die Flavin-Bande
um 447 nm mit zunehmender Belichtungszeit etwas kleiner, ohne dass gleich-
zeitig die Radikalbande herauswuchs. Dies deutet daraufhin, dass wiederum in
relativ kleiner Ausbeute Addukt entstand, wa¨hrend die Radikalbildung erfolg-
reich unterdru¨ckt wurde. Erst nach sehr langer Belichtung waren Anzeichen einer
Radikalbande zu beobachten, was wohl darauf zuru¨ckzufu¨hren ist, dass zu diesem
Zeitpunkt der im Reaktionsgemisch gelo¨ste Sauerstoff verbraucht war.
In einem na¨chsten Versuch wurde - erneut unter aeroben Bedingungen - auspro-
biert, die Ausbeute zu erho¨hen, indem das Reaktionsgemisch vor dem eigentlichen
Experiment in abgedecktem Zustand u¨ber Nacht inkubiert wurde. Auf diese Weise
sollte, so die U¨berlegung, den MM-Moleku¨len ausreichend Zeit gegeben werden,
in die Doma¨nen hineinzudiffundieren. Doch auch diese Modifikation ergab nur
das im vorangehenden Absatz geschilderte Ergebnis.
4.5.2 Methylmerkaptan in “großer” Konzentration - ae-
rob
Das Experiment
Bei allen bisherigen MM-Experimenten wurden zu einer Protein-Lo¨sung von 300
µl 3 µl der nach Abschnitt 3.7 pra¨parierten MM-Lo¨sung zugegeben. Da in allen
Versuchen nur eine Ausbeute an Addukt von etwa 25 % erzielt werden konnte,
sollte im na¨chsten Schritt der Parameter der MM-Konzentration drastisch erho¨ht
werden. Immerhin war denkbar, dass diese Konzentration der begrenzende Fak-
tor sein ko¨nnte. Daher wurden die MM-Lo¨sung und die Protein-Lo¨sung nun im
Verha¨ltnis 2 : 1 gemischt: In der Regel wurden 150 µl der Doma¨ne mit 300 µl
der MM-Lo¨sung versetzt. Um im eigentlichen Experiment weiterhin eine aus-
reichende Extinktion der LOV-Doma¨ne gewa¨hrleisten zu ko¨nnen, musste jeweils
von einer relativ hochkonzentrierten Protein-Lo¨sung - einer OD447 von etwa 1.5
- ausgegangen werden. Außerdem wurde bei diesem Experiment aus den oben
angestellten U¨berlegungen heraus wiederum in Anwesenheit von Luftsauerstoff
gearbeitet. Die Temperatur wurde erneut bei 20◦C gehalten. Die Belichtung der
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Abbildung 4.23: Sequenz der Absorptionsspektren aus dem Belichtungsexperiment mit MM
als externem Donor bei großer Konzentration an MM und unter aeroben Bedingungen; der
Pfeil zeigt die Entwicklungsrichtung der Spektren an; im Kasten sind die entsprechenden Be-
lichtungszeiten aufgefu¨hrt.
Probe erfolgte in Schritten von 1.1 bzw. 5 s. Die Sequenz der aufgenommenen
Absorptionsspektren ist in Abbildung 4.23 dargestellt. Bereits mit dem ersten
Belichtungsschritt von 1.1 s ist eine deutliche Abnahme der Flavin-Bande bei 447
nm zu beobachten. Bei weiterer Einstrahlung von blauem Licht wird die Bande
immer kleiner, bis ihre charakteristische Form in der rechten Flanke der nun ent-
standenen 375 nm-Bande des Addukts schließlich nur noch andeutungsweise zu
erkennen ist. Erwartungsgema¨ß ist in dieser Phase des Experiments um 600 nm
keine Radikalbande auszumachen; erst nach sehr langer Belichtung, nachdem die
Adduktbildung bereits abgeschlossen ist, taucht dort die Andeutung einer Bande
auf (nicht gezeigt). In U¨bereinstimmung mit dieser Beobachtung verla¨uft die Re-
aktion u¨ber drei scharfe isosbestische Punkte bei 403, 376 und 324 nm. Folglich
liegen, wie beabsichtigt, lediglich das oxidierte FMN und das Photoaddukt aus
FMN und MM vor.
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Die Auswertung
Im Rahmen der bekannten SVD-Analyse wird zuna¨chst die Standardabweichung
σ(l) gegen die Zahl der bei der Rekonstruktion der Daten verwendeten Kompo-
nenten aufgetragen (nicht gezeigt). Dabei wird deutlich die auf dem Vorhanden-
sein isosbestischer Punkte basierende Annahme besta¨tigt, dass das Reaktionsge-
misch zwei Komponenten entha¨lt, die zu den gemessenen Spektren beitragen. Es
liegt also der bereits in Abschnitt 4.3.2 behandelte Fall von k = 2 Komponen-
ten vor. Es gilt folglich, die in Gleichung 4.3 auftretenden vier Matrixelemente
Xij der Matrix X zu ermitteln, was gleichbedeutend damit ist, die Spektren f i
als Linearkombination der beiden Basisvektoren ui bzw. die Konzentrations-Zeit-
Profile ci als Linearkombination der Basisvektoren vi darzustellen. Wie im Fall
des EDTA-Experiments aus Kapitel 4.3.2 liefert die Bedingung, dass zu Beginn
des Experiments nur LOV1-447 vorliegt, die ersten beiden Koeffizienten nach
den Gleichungen 4.6 und 4.7. Das Vorhandensein isosbestischer Punkte stellt eine
weitere Information dar, die zu Gleichung 4.11 fu¨hrt. Im Gegensatz zum EDTA-
Belichtungsexperiment, bei dem das neutrale Radikal aus dem oxidierten FMN
entsteht, kann im vorliegenden Fall der Adduktbildung aus FMN und MM nun
eine vierte Bedingung formuliert werden: Das Spektrum der zweiten Komponen-
te nimmt an einer Stelle λk den Wert Null an, an der das Spektrum der ersten
Komponente, also des oxidierten FMN ungleich Null ist. Man kann also ansetzen:
Fk2 = Uk1X12 + Uk2X22 = 0. (4.21)
Aus den Gleichungen 4.11 und 4.21 ergibt sich dann:
X12 =
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Abbildung 4.24: links: Rekonstruierte Spektren von FMNox (durchgezogene Linie) und des
Adduktes (gepunktete Linie); rechts: Konzentrations-Zeit-Profile des FMNox (Dreiecke) und
des Adduktes (Sterne); die Summe der zwei Molenbru¨che ist mit Kreisen dargestellt.















sowie b = Uk1
Uk2
. Die vierte Bedingung fu¨hrt somit zu einer eindeu-
tigen Lo¨sung aller Matrixelemente von X. Wendet man nun die geschilderte
Vorgehensweise auf das konkrete Beispiel an und wa¨hlt dabei den isosbestischen
Punkt an der Stelle λj = 403 nm und als “Nullstelle” des zweiten Spektrums
die Position λk = 485 nm, dann erha¨lt man die in Abbildung 4.24 dargestellten
Absorptionsspektren (links) und Konzentration-Zeit-Profile (rechts).
Der Ausgang dieses Experiments besta¨tigt die zu Beginn dieses Abschnitts an-
gestellte Vermutung, dass die Konzentration an MM-Moleku¨len der begrenzende
Faktor der Adduktbildung war. Bei dieser drastisch erho¨hten Konzentration an
MM sollten also tatsa¨chlich viel mehr LOV-Doma¨nen ein MM-Moleku¨l in ihrer
Bindungstasche aufgenommen haben. Dies widerspricht der ganz am Ende von
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Abschnitt 4.5.1 gea¨ußerten These, dass die Verzo¨gerung der Radikalbildung ein
Indiz dafu¨r sein ko¨nnte, dass die Adduktbildung u¨ber die Zwischenstufe Radikal
verla¨uft. Wenn na¨mlich im ersten MM-Experiment nur ein kleiner Teil der LOV-
Doma¨nen MM-Moleku¨le aufgenommen hat - was ja jetzt belegt ist - , kann nicht
zuna¨chst alles Radikal fu¨r die Adduktbildung verbraucht werden.
Dieses vorliegende MM-Experiment verifiziert außerdem die These, dass die An-
wesenheit von Luftsauerstoff der Adduktbildung zutra¨glich ist, da er die Ausbil-
dung von Radikalen in Doma¨nen, die kein MM-Moleku¨l in ihrer Bindungstasche
besitzen, ru¨ckga¨ngig macht. Folglich ko¨nnen diese anfangs “leeren” Doma¨nen
doch noch ein MM-Moleku¨l aufnehmen und zum Addukt abreagieren. Die Radi-
kalbildung stellt somit keine “Sackgasse” mehr auf dem Weg zur Adduktbildung
dar.
Fu¨r die fu¨r die eigentliche Zielsetzung der vorliegenden Arbeit zentrale These,
dass das Radikal eine Zwischenstufe der Adduktbildung ist, liefert dieses Experi-
ment allerdings keine weiteren Argumente. Es ist also auch zu diesem Zeitpunkt
nicht zu unterscheiden zwischen den beiden am Ende von Abschnitt 4.5.1 for-
mulierten Mo¨glichkeiten einer konsekutiven Reaktion vom oxidierten FMN u¨ber
das Radikal zum Addukt einerseits und zweier unabha¨ngiger Parallelreaktionen
- Radikal- und Adduktbildung - andererseits.
4.5.3 Methylmerkaptan in “großer” Konzentration - an-
aerob
Aus dem in vorangehendem Kapitel 4.5.2 beschriebenen Experiment folgt, dass
es ein Gleichgewicht geben muss zwischen solchen LOV-Doma¨nen, die ein MM-
Moleku¨l in ihrer Bindungstasche haben, und solchen, die “leer” sind. Eben dieses
Gleichgewicht soll in vorliegendem Kapitel na¨her untersucht werden. Zu diesem
Zweck wird eine C57G-Lo¨sung, der MM in der erprobten “großen” Konzentration
zugesetzt wurde, unter anaeroben Bedingungen, also in Abwesenheit von Sauer-
stoff belichtet. Das daraus resultierende Produkt-Spektrum sollte Auskunft geben
u¨ber das genannte Gleichgewicht. Entsteht na¨mlich analog zum soeben geschil-
derten aeroben MM-Experiment das Photoaddukt in großer Ausbeute, dann ist
anzunehmen, dass sich unmittelbar nach Zugabe einer großen Menge an MM ein
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Gleichgewicht einstellt, das weit auf der Seite der mit MM “gefu¨llten” Doma¨nen
liegt. Wird dagegen das Addukt in deutlich kleinerem Maße gebildet, dann kann
man daraus schlussfolgern, dass es sich bei diesem Gleichgewicht um ein dy-
namisches Gleichgewicht handelt, in dem zuna¨chst nur eine bestimmte kleinere
Menge an “gefu¨llten” Doma¨nen vorliegt, in dem aber bei Verbrauch von “gefu¨ll-
ten” Doma¨nen durch die Adduktbildung neue “gefu¨llte” Doma¨nen nachgebildet
werden.
Das Experiment
Das nun anstehende Experiment stimmte demzufolge in den Parametern MM-
Konzentration, Temperatur und Dauer der Belichtungsschritte mit dem in Ka-
pitel 4.5.2 geschilderten u¨berein, es wich nur in der Hinsicht ab, dass nun durch
die beschriebenen Methoden des Protein-Entgasens und des Daru¨berleitens ei-
nes Argon-Stroms dafu¨r gesorgt wurde, dass die Reaktion in Abwesenheit von
Sauerstoff ablief. Abbildung 4.25 zeigt die zwischen den Belichtungsschritten ge-
messenen Absorptionsspektren. Wiederum a¨ndert sich das spektrale Verhalten
der Reaktionslo¨sung mit den ersten Lichtblitzen: Die Bande um 447 nm wird
deutlich kleiner, im Bereich um 600 nm wachsen offensichtlich sofort die Radi-
kalbanden heraus. Die Gro¨ße, die diese Maxima schließlich erreichen, la¨sst be-
reits erahnen, dass das Radikal in betra¨chtlichem Maße entsteht. Wie erwartet,
weist diese Spektren-Sequenz im Gegensatz zum entsprechenden aeroben MM-
Experiment keine isosbestischen Punkte auf. Es sollten ja drei Spezies vorliegen:
FMNox, Radikal und Addukt.
Die Auswertung
Die Auftragung der Standardabweichung σ(l) gegen die zugrundeliegenden Kom-
ponenten (nicht gezeigt) ergibt erwartungsgema¨ß, dass drei Komponenten im Re-
aktionsgemisch enthalten sind. Was die Rekonstruktion der Spektren und der
Konzentrations-Zeit-Profile angeht, liegt folglich wieder der bereits in Kapitel
4.5.1 aufgetretene Fall von k = 3 vor. Da zum jetzigen Zeitpunkt die Absorp-
tionsspektren von FMNox, Radikal und Addukt aus mehreren vorangegangenen
Messungen gut bekannt sind, kann nun ein im Vergleich zu Abschnitt 4.5.1 einfa-
cheres Vorgehen gewa¨hlt werden. Zuna¨chst werden die drei bekannten Spektren
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Abbildung 4.25: Sequenz der Absorptionsspektren aus dem Belichtungsexperiment mit MM
als externem Donor bei großer Konzentration an MM und unter anaeroben Bedingungen; die
Pfeile zeigen die Entwicklungsrichtung der Spektren an; im Kasten sind die entsprechenden
Belichtungszeiten aufgefu¨hrt.
u¨ber die Information, dass an bestimmten Stellen isobestische Punkte vorliegen,
zueinander skaliert:
• FMNox und das Radikal haben u.a. bei 491 nm einen solchen Punkt.
• FMNox und das Addukt haben u.a. bei 403 nm einen isosbestischen Punkt.
Da jetzt also sowohl die Spektren f i als auch die aus der SVD resultierenden Ba-
sisvektoren ui bekannt sind, ko¨nnen daraus die neun Matrixelemente der Matrix
X berechnet werden. U¨ber die Inverse X−1 der Matrix X, die Gewichtungsfakto-
ren Si und die Basisvektoren vi des Zeitraums werden dann nach Gleichung 4.13
die Konzentrations-Zeit-Profile der drei Spezies ermittelt. Abbildung 4.26 sind
die anhand der skizzierten Strategie bestimmten Kurvenverla¨ufe zu entnehmen.
Laut der in Abbildung 4.26 mit Sternen dargestellten Kurve steigt die Konzen-
tration an Addukt schnell bis auf einen Wert von etwas u¨ber 40 % an und zerfa¨llt
dann wieder langsam. Das Radikal entsteht in einer langsameren Reaktion, und
sein Anteil erreicht zum Ende der Belichtung ebenfalls einen Wert u¨ber 40 %.
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Abbildung 4.26: Aus der Rekonstruktion gewonnene Konzentrations-Zeit-Profile des FMNox
(Dreiecke), des Radikals (Vierecke) und des Addukts (Sterne); die Summe der drei Molenbru¨che
ist mit Kreisen dargestellt.
Somit nimmt also die Ausbeute an Addukt beim U¨bergang von aeroben zu anae-
roben Bedingungen stark ab. Daher handelt es sich bei dieser Reaktion, wie am
Beginn dieses Kapitels bereits diskutiert wurde, um ein dynamisches Gleichge-
wicht, in dem “gefu¨llte” Doma¨nen nach und nach bei Verbrauch durch die Ad-
duktbildung nachgebildet werden. Das Gleichgewicht liegt also nicht gleich nach
der Zugabe der MM-Lo¨sung ganz auf der Seite der gefu¨llten LOV-Doma¨nen.
4.5.4 Das Photoaddukt und die Massenspektrometrie
Im bisherigen Verlauf der Arbeit wurde das mutmaßliche Photoaddukt aus MM
und dem C(4a)-Atom des Protein-gebundenen FMN u¨ber sein Absorptionsver-
halten identifiziert: Die fragliche Spezies besitzt eine einzelne breite Bande bei
375 nm, die bis auf eine Blauverschiebung von 15 nm mit dem UV/Vis-Spektrum
des im Photozyklus des Wildtyps gebildeten Photoaddukts u¨bereinstimmt. Dieses
weist ein breites Maximum bei 390 nm auf. Da sich in der C57G-Mutante Dun-
kelzustand und Addukt-Zustand darin unterscheiden, dass in dem einen lediglich
der Chromophor FMN als prosthetische Gruppe vorliegt, wa¨hrend im anderen ein
u¨ber eine kovalente Bindung verknu¨pftes Addukt aus FMN und MM gebunden
ist, bot es sich an, die Massenspektrometrie zu nutzen, um einen weiteren Nach-
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weis fu¨r die Identita¨t des im Modellsystem C57G-Mutante/MM ku¨nstlich erzeug-
ten Photoaddukts zu schaffen. Nach den von Kottke geschilderten Erfahrungen
bei a¨hnlichen Experimenten mit einer C57M-Mutante der LOV1-Doma¨ne aus C.
reinhardtii [23] ist na¨mlich zu erwarten, dass das Protein unter den Messbedin-
gungen der Massenspektrometrie denaturiert, so dass der nicht-kovalent gebun-
dene Chromophor FMN aus dem Protein herausgelo¨st wird. Das Spektrum des
Dunkelzustands sollte also wie bei Kottke ein intensives Signal bei 14963 Da zei-
gen, der Masse des Apoproteins. Daneben sollte noch bei 456 Da das Signal des
Chromophors FMN auftauchen. Belichtet man nun die Probe C57G/MM vor der
Aufnahme des Massenspektrums, dann sollte neben dem Signal des Apoproteins
ein um 48 Da - was gerade der Masse des MM entspricht - gegenu¨ber dem Signal
des FMN verschobener Peak bei 504 Da zu beobachten sein. In diesem Fall sollten
ja, wie bereits formuliert wurde, FMN und MM kovalent aneinander gebunden
sein.
Da aufgrund von zu erwartenden Artefakten eine direkte Messung der Probe
in Gegenwart der Phosphat-Ionen des Standard-Dialyse-Puffers (10 mM Na-
Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0) nicht mo¨glich war, wurde
die Protein-Lo¨sung vor der MS-Untersuchung gegen einen Puffer dialysiert, der
Ammoniumacetat in den Konzentrationen von 25 mM, 10 mM bzw. 5 mM bei
einem pH-Wert von 6.45 enthielt. Die Dialyse erfolgte in zwei Schritten zu 4
bzw. 15 Stunden bei Raumtemperatur. Durch die Erho¨hung der Temperatur ver-
glichen mit dem standardma¨ßigen Dialyse-Prozedere sollte ein zu erwartendes
Ausflocken der Protein-Doma¨ne verhindert werden. Allerdings fiel trotz dieser
Vorsichtsmaßnahme immer ein Teil der Protein-Doma¨ne als gelber Niederschlag
aus, der dann durch Zentrifugieren der Probe abgetrennt wurde. Unmittelbar
vor der MS-Messung wurde das Photoaddukt exakt nach dem in Abschnitt 4.5.2
beschriebenen Vorgehen in großer Ausbeute hergestellt. Die erfolgte Umsetzung
wurde stets durch die Aufnahme von Absorptionsspektren kontrolliert.
In einem ersten Versuch wurden LC-MS-Messungen durchgefu¨hrt, d. h. das Re-
aktionsgemisch passierte zuna¨chst eine HPLC-Sa¨ule (C4-Sa¨ule, 50×2, 1mm Vy-
dac214TP, 5 µm), bevor es in ein daran gekoppeltes Massenspektrometer (SSQ
7000, Finnigan MAT) eindrang. Dabei wurde von Lo¨sungen unterschiedlicher
Konzentrationen an Ammoniumacetat ausgegangen, die bereits im vorangehen-
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den Absatz bei der Beschreibung der Dialyse angefu¨hrt wurden. Da na¨mlich ei-
nerseits zur Stabilisierung der Protein-Doma¨ne eine gro¨ßere Salzkonzentration
no¨tig war, aber andererseits die Lo¨sung beim Einspritzen in die HPLC-Sa¨ule das
Salz nur in geringerer Konzentration enthalten durfte, musste eine Kompromiss
gefunden werden, was diesen Parameter anbelangt. In allen durchgefu¨hrten Ex-
perimenten - sowohl mit unbelichteten als auch zuvor belichteten Proben - konnte
neben dem Peak der Protein-Doma¨ne lediglich das Signal des Chromophors FMN
beobachtet werden. Das Signal des Addukts aus FMN und MM konnte dagegen
in keinem Fall ausgemacht werden. Eine Erkla¨rung fu¨r das Ausbleiben dieses Sig-
nals liegt in der Instabilita¨t des Addukts außerhalb der Protein-Doma¨ne. Wie
sich zu einem spa¨teren Zeitpunkt herausstellte, was im Kapitel 4.5.7 noch ge-
schildert werden wird, zerfa¨llt das Addukt, sobald es die Doma¨ne verla¨sst. Man
konnte also - was zum Zeitpunkt dieses Experiments noch nicht klar war - gar
nicht erwarten, dass diese Spezies, nachdem sie u¨ber mehrere Minuten hinweg
die HPLC-Sa¨ule passiert hatte, im daran angeschlossenen Massenspektrometer
zu sehen sein wu¨rde.
In einem weiteren Versuch sollte die Struktur des Addukts mit Hilfe der
Elektrospray-Methode (ESI) nachgewiesen werden. Auch in diesem Fall wurde
die Probe nach Dialyse gegen den Ammoniumacetat-Puffer unmittelbar vor der
eigentlichen MS-Messung nach dem Prozedere aus Abschnitt 4.5.2 pra¨pariert.
Doch auch dieser Nachweis konnte nicht gefu¨hrt werden, da die resultierenden
Massenspektren nicht das fu¨r die verschiedenen Ionisierungszusta¨nde der Protein-
Doma¨ne typische Erscheinungsbild aufwiesen, so dass eine Dekonvolution u¨ber-
haupt nicht mo¨glich war. Diese Komplikation ist wohl darauf zuru¨ckzufu¨hren,
dass die LOV-Doma¨nen sehr stark dazu neigen zu aggregieren. Dieses Verhal-
ten wurde anscheinend durch den notwendigen Vorgang des Umpufferns in den
Ammoniumacetat-Puffer noch versta¨rkt, was ja am teilweisen Ausflocken der
Doma¨ne zu erkennen war.
Somit muss als Fazit dieses Kapitels festgehalten werden, dass es nicht gelang,
anhand der Massenspektrometrie einen weiteren Nachweis fu¨r die Struktur des
Photoaddukts zu erbringen. Schwierigkeiten bei der Probenvorbereitung verhin-
derten einen korrekten Ablauf des MS-Experiments.
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4.5.5 Das Photoaddukt und die CD-Spektroskopie
Neben der Absorptionsspektroskopie sollte eine weitere Messmethode gefunden
werden, anhand derer die Identita¨t des Photoaddukts nachgewiesen werden konn-
te. Nachdem sich die Massenspektrometrie nicht als geeignetes Mittel herausge-
stellt hatte, sollte als na¨chstes auf die Methode der CD-Spektroskopie zuru¨ckge-
griffen werden.
Im ersten Schritt des Experiments wurde mit Hilfe des Spektropolarimeters JAS-
CO J710 in einer Quarzku¨vette einer Schichtdicke von 0.01 cm bei Raumtempera-
tur ein CD-Spektrum von der unbelichteten Doma¨ne LOV1 C57G aufgenommen,
also vom Dunkelzustand LOV1-447. Dabei lag die Protein-Doma¨ne in dem be-
kannten Dialyse-Puffer (10 mM Na-Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH
8.0) vor. Im na¨chsten Schritt wurde exakt nach der in Kapitel 4.5.2 beschriebenen
Vorgehensweise eine Lo¨sung der zu untersuchenden Spezies, also des fraglichen
Addukts hergestellt. Zur Kontrolle von Ablauf und Ende des Belichtungsvor-
gangs wurden wiederum begleitend Absorptionsspektren gemessen. Unmittelbar
im Anschluss an die Pra¨paration wurde dann ein CD-Spektrum dieses belichteten
Reaktionsgemisches ermittelt.
In Abbildung 4.27 sind die resultierenden Spektren von Dunkelzustand bzw. be-
lichtetem Zustand oben (linke Skala) bzw. unten (rechte Skala) mit durchge-
zogenen Linien dargestellt. Zum Vergleich sind von Corchnoy et al. publizierte
Spektren einer wildtypischen LOV2-Doma¨ne aus Phototropin 1 aus Hafer im Dun-
kelzustand und im Zustand des Photoaddukts in gestrichelter Linie hinzugefu¨gt
[82]. Trotz des schlechteren Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnisses der aus der aktuellen
Studie stammenden CD-Spektren ist eindeutig zu erkennen, dass die Spektren
des Modellsystems LOV1 C57G/MM einen sehr a¨hnlichen Verlauf nehmen wie
die des natu¨rlichen Systems LOV2 wt. Das Hauptaugenmerk ist dabei auf den be-
lichteten Zustand zu richten: Verglichen mit dem Dunkelzustand vera¨ndern sich
die beiden Spektren von Modellsystem bzw. natu¨rlichem sensorischen Apparat in
gleicher Weise, was als klarer Hinweis auf das Vorliegen a¨hnlicher Strukturen zu
werten ist. Insbesondere der negative Peak bei 370 nm deutet darauf hin, dass
die entsprechende Spezies chiral ist. Da aber sowohl das Flavin als auch MM
achirale Verbindungen sind, wu¨rde eine Reaktion in freier Lo¨sung - im Gegensatz
zu vorliegendem Fall - zu einem nicht-chiralen Produkt fu¨hren.
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Corchnoy et al. sprechen in diesem Zusammenhang in ihrer Publikation davon,
dass die im CD-Spektrum im sichtbaren Bereich und im nahen UV-Bereich durch
die Belichtung der LOV2-Doma¨ne ausgelo¨sten Vera¨nderungen konsistent sind
Abbildung 4.27: CD-Spektren des Systems LOV1 C57G + MM (durchgezogene Linie) und
von LOV2 wt (gestrichelte Linie, modifiziert nach [82]) vor (linke Skala) und nach (rechte Skala)
der Belichtung.
mit dem Verschwinden einer 450 nm-Spezies und dem Entstehen einer 390 nm-
Spezies. Speziell die große positive Bande bei 290 nm ordnen sie dem am C(4a)-
Atom des Chromophors FMN neu entstandenen chiralen Zentrum zu [82].
Konnten also nach dem vorangehenden Kapitel 4.5.4 zur massenspektrometri-
schen Untersuchung des Photoaddukts noch keine neuen u¨berzeugenden Argu-
mente fu¨r die Existenz der fraglichen Spezies angefu¨hrt werden, so spricht die vor-
gestellte Charakterisierung anhand der CD-Spektroskopie nun ganz deutlich fu¨r
die postulierte Struktur des belichteten Zustands im System LOV1 C57G/MM.
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4.5.6 Stabilita¨t des Photoaddukts
Kottke berichtet in seiner ausfu¨hrlichen Studie zur LOV1-Doma¨ne aus C. rein-
hardtii aus dem Jahre 2003, in der er den Einfluss der Struktur des Apoproteins
wie auch der Bedingungen in der die Doma¨ne umgebenden Lo¨sung auf die ther-
misch aktivierte Ru¨ckreaktion zum Dunkelzustand im Detail untersucht, dass
besagte Ru¨ckkehr zum LOV1-447-Zustand in dieser Doma¨ne auf einer Zeitskala
von einigen Minuten abla¨uft [23]: Speziell unter Standardbedingungen bei 20◦C
mit pH 8.0 und einer 10 mM NaCl-Konzentration zeigt LOV1 einen monoexpo-
nentiellen Verlauf der Ru¨ckreaktion mit einer Zeitkonstante von 200 s. Ausgehend
von der Struktur des belichteten Zustands LOV1-390 und von den von ihm durch-
gefu¨hrten pH-abha¨ngigen Messungen zur Ru¨ckreaktion postuliert dieser Autor,
dass sich im Addukt eine Schleife aus FMN, der Aminosa¨ure Arginin 58 und dem
reaktiven Cystein 57 bildet, die mo¨glicherweise einen Zug auf die neu entstande-
ne Bindung zwischen FMN und dem Cystein 57 ausu¨bt. Es ist nun denkbar, so
Kottke, dass die Sta¨rke dieses Zuges - die u.a. vom pH-Wert der Lo¨sung abha¨ngt
- die Geschwindigkeit der Ru¨ckreaktion beeinflusst, dass also eine Entlastung der
Bindung eine langsamere Ru¨ckreaktion bedingt. Im vorliegenden Fall des Photo-
addukts aus FMN und MM ist der von außen zugesetzte Reaktant MM u¨berhaupt
nicht mit dem Apoprotein verbunden. Es dra¨ngt sich daher die Frage auf, wie sich
dieser Umstand auf die Stabilita¨t des ku¨nstlichen Addukts auswirkt, ob es etwa
in Abwesenheit einer einen solchen Zug bewirkenden Schleife u¨ber einen la¨ngeren
Zeitraum hin stabil ist. Um dieser Frage weiter auf den Grund zu gehen, soll in
diesem Kapitel die Langzeitstabilita¨t des Photoaddukts aus FMN und MM un-
tersucht werden.
Zu diesem Zweck wurde zuna¨chst wiederum exakt nach der Vorschrift aus Ab-
schnitt 4.5.2 unter aeroben Bedingungen das Addukt in großer Ausbeute herge-
stellt. Die Protein-Doma¨ne befand sich dabei in dem bereits mehrfach genannten
u¨blichen Dialyse-Puffer: 10 mM Na-Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH
8.0. Kontrolle von Fortschritt und Ende dieser durch das Einstrahlen von blau-
em Licht ausgelo¨sten Photoreaktion wurde erneut durch die begleitende Aufnah-
me von UV/Vis-Spektren gewa¨hrleistet. Nach dem Ende der Belichtung wurden
dann zur U¨berwachung der weiteren Entwicklung dieses Reaktionsgemisches in
unterschiedlichen Zeitabsta¨nden ebenfalls Absorptionsspektren gemessen. Auch
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in dieser Phase des Experiments wurde die Probe weiterhin bei 20◦C gehalten.
Um eine unkontrollierte Einstrahlung von Umgebungs-Licht auf die Probe zu ver-
meiden, wurde diese außerdem durch ein schwarzes Tuch abgedeckt.
Abbildung 4.28 zeigt die wa¨hrend der Wartezeit im Laufe von Stunden in
verschiedenen zeitlichen Absta¨nden erhaltenen Absorptionsspektren der Reak-
tionslo¨sung. Man sieht, dass die typische Bande von LOV1-447 allma¨hlich wie-
der herauswa¨chst. Die Tatsache, dass diese Spektren-Sequenz keine isosbestischen
Punkte aufweist, legt nahe, dass das Gemisch nicht nur zwei Spezies - Addukt und
Dunkelzustand - entha¨lt, sondern dass daru¨ber hinaus ein weiteres Zerfallspro-




dargestellt, also des Verha¨ltnisses der Extinktion bei ei-
ner Wellenla¨nge von 447 nm - der charakteristischen Bande des Dunkelzustands
LOV1-447 - zum Zeitpunkt t zur Extinktion bei dieser Wellenla¨nge zum Zeit-
punkt t0. Dabei bezeichnet t0 die Ausgangssituation des Experiments, also den
Zeitpunkt vor Beginn der Belichtung. Nach etwa 10 Stunden erreicht die Extink-
tion bei dieser Wellenla¨nge ausgehend von 30 % zum Ende der Belichtung bzw.
zum Beginn der Wartezeit wieder einen Anteil von 60 % der Ausgangs-Extinktion.
Am Ende der untersuchten Wartezeit, nach ca. 50 Stunden, sind 70 bis 80 % der
urspru¨nglich im Dunkelzustand vorliegenden LOV-Doma¨nen zuru¨ckgebildet.
Das geschilderte Experiment besta¨tigt somit die zu Beginn dieses Kapitels ange-
stellte Vermutung, dass das unnatu¨rliche Addukt ohne die genannte Schleife im
Gegensatz zum Addukt des Wildtyps la¨nger lebt und erst im Laufe von einigen
Stunden zerfa¨llt. Es ist an dieser Stelle wichtig zu betonen, dass diese Langzeitsta-
bilita¨t unter der Bedingung beobachtet wurde, dass das Addukt in einem intakten
Protein-Ka¨fig vorliegt. Die Frage, wie es um die Stabilita¨t dieses Photoprodukts
bestellt ist, sobald die Protein-Hu¨lle entfernt wird, soll Gegenstand des folgenden
Kapitels sein.
4.5.7 Denaturieren der LOV-Doma¨ne
In den Kapiteln 4.5.4 und 4.5.5 wurden die Bestrebungen beschrieben, die Struk-
tur des Photoaddukts aus FMN und MM mit Hilfe der Methoden der Massen-
spektrometrie und der CD-Spektroskopie nachzuweisen und somit die aus der
UV/Vis-Spektroskopie herru¨hrende Annahme zu besta¨tigen, dass es sich um ei-
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Abbildung 4.28: Sequenz der nach dem Ende der Belichtung im Laufe von Stunden in un-





ne kovalente Verbindung aus dem Chromophor FMN und der niedermolekula-
ren Substanz MM handelt. Dabei wurde von der im intakten Protein-Ka¨fig be-
findlichen Spezies ausgegangen. Eine alternative Vorgehensweise besteht darin,
zuna¨chst die Protein-Hu¨lle durch Denaturieren zu entfernen, um dann die “nack-
te” Spezies charakterisieren zu ko¨nnen. Diese Strategie wu¨rde natu¨rlich gleich-
zeitig und zuallererst Auskunft in der Frage geben, ob das Strukturelement - ein
Schwefel-Atom mit einem aliphatischen Rest gebunden an das C(4a)-Atom des
Flavins und ein Wasserstoff-Atom am N(5)-Atom - in wa¨ssriger Lo¨sung u¨berhaupt
stabil ist. Anlass zum Zweifel gibt die Tatsache, dass in der wissenschaftlichen Li-
teratur nach unserem Dafu¨rhalten bislang kein Beleg fu¨r eine stabile Verbindung
solchen Typs ausfindig gemacht werden konnte.
Ausgangspunkt der im Folgenden pra¨sentierten Experimente war jeweils eine
nach dem Rezept von Kapitel 4.5.2 unter aeroben Bedingungen hergestellte
Photoaddukt-Lo¨sung. Methode der Wahl zur Kontrolle von Ablauf und Ende
dieser Photoreaktion war erneut die UV/Vis-Spektroskopie. In einem ersten Ver-
such wurde das gebra¨uchliche Verfahren angewendet, die das Addukt umgebende
Protein-Struktur mit Hilfe von Ethanol zu zersto¨ren. Dazu wurden zu 500 µl
der Addukt-Lo¨sung - die urspru¨ngliche Lo¨sung des Dunkelzustands hatte eine
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OD447 von etwa 0.9 - 900 µl EtOH p.a. zugesetzt, das resultierende Gemisch
wurde anschließend fu¨r eine Minute auf 95◦C erhitzt. Dabei nahm die zuna¨chst
beinahe farblose Addukt-Lo¨sung sogleich wieder eine stark gelbe Fa¨rbung an.
Nach Abku¨hlen des Ansatzes auf Eis wurde zur Abtrennung der denaturierten
Protein-Doma¨ne fu¨r 20 Minuten bei 23000 g zentrifugiert, woraufhin die u¨berste-
hende Lo¨sung zum Aufkonzentrieren mit Hilfe einer Speed Vac eingeengt wurde.
Nun konnte zur Feststellung des Reaktionsergebnisses ein Absorptionsspektrum
im bekannten Wellenla¨ngenbereich aufgenommen werden. Dieses zeigte lediglich
den durch die Anwesenheit von freiem Kofaktor “ausgewaschenen”, fu¨r den Dun-
kelzustand LOV1-447 typischen Verlauf. Die eingeschlagene Strategie lieferte also
kein freies Addukt, ja sie fu¨hrte nicht einmal zu einer vollsta¨ndigen Denaturie-
rung der Protein-Doma¨ne.
In einem weiteren Schritt wurde als effektiveres Reagenz zur Denaturierung von
Proteinen das Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) ausgewa¨hlt. Zu 1.2 ml ei-
ner ausgehend von einer LOV1 C57G-Lo¨sung einer OD447 von ca. 0.5 hergestell-
ten Addukt-Lo¨sung wurde so viel einer 10 %igen SDS-Lo¨sung zugegeben, dass
das Detergens in einer Endkonzentration von 1 % vorlag. Zur Unterstu¨tzung
des Denaturierungs-Prozesses wurde das Gemisch außerdem mehrmals gevortext.
Anschließend wurde der Ansatz in einem Centricon fu¨r knapp 10 Minuten zen-
trifugiert, um das zersto¨rte Protein abzutrennen. Eine Analyse von Retentat und
Filtrat mittels UV/Vis-Spektroskopie ergab, dass im Retentat neben ausgefalle-
nem Protein ebenfalls noch intakte Doma¨nen vorlagen, im Filtrat war lediglich
das Spektrum des freien Chromophors FMN auszumachen.
Im dritten Versuch wurde das ga¨ngige Reagenz Guanidiniumhydrochlorid ein-
gesetzt, das als chaotropes Salz die Protein-Hu¨lle denaturieren sollte. Zuna¨chst
wurde das spektrale Verhalten einer 7 M Guanidiniumhydrochlorid-Lo¨sung da-
hingehend kontrolliert, ob diese Spezies im interessierenden spektralen Bereich
ihrerseits absorbiert. Da dies nicht der Fall war, wurden 300 µl einer Addukt-
Lo¨sung - mit einer Ausgangs-OD447 von etwa 1.2 - zu 1.8 ml einer vorgelegten 7
M Guanidiniumhydrochlorid-Lo¨sung gegeben, so dass die Endkonzentration des
Salzes 6 M betrug. Nun konnte mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie der Prozess
des Denaturierens beobachtet werden: Aber auch in diesem Fall war lediglich das
typische spektrale Verhalten des freien FMN zu erkennen.
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Alle geschilderten Experimente legen somit nahe, dass diese Addukt-Struktur
zerfa¨llt, sobald der Protein-Ka¨fig entfernt wird. Dieses Pha¨nomen wurde bereits
in Kapitel 4.5.4, das die MS-Untersuchung des Addukts behandelte, angespro-
chen. Es stimmt mit dem - wie ebenfalls bereits erwa¨hnt wurde - aus der Re-
cherche in der Literatur zu gewinnenden Eindruck u¨berein, dass dieser Struktur-
Typ in freier Lo¨sung nicht stabil ist. Zwar sind drei Publikationen zu finden, die
u¨ber eine Bindung zwischen Schwefel und dem C(4a)-Atom eines Flavins berich-
ten, aber in keinem Fall konnte eine exakt mit der von uns betrachteten Struk-
tur u¨bereinstimmende Verbindung zweifelsfrei charakterisiert werden (vgl. [83],
[84], [85]). So postulieren Cashman und Liu ein intramolekulares Thiol-Additions-
Produkt der N-3-Alkyl-Merkaptan-Seitenkette von 8-Cyano-N-3-(mercaptoalkyl)-
10-methylisoalloxazin oder von N-3-(mercaptoalkyl)-10-phenylisoalloxazin an die
C(4a)-Position des Isoalloxazins als isolierbares Intermediat. Dies fu¨hrten sie auf
die Beobachtung zuru¨ck, dass die fu¨r den Flavin-Chromophor typischen Absorp-
tionsbanden in einer unimolekularen thermischen Reaktion mit Basen-Katalyse
verschwinden. Das Produkt wurde isoliert und zeigt in einem liquid ion secondary
mass-Spektrum dieselbe Masse wie der Reaktant. Leider werden weder das Ab-
sorptionsspektrum noch andere spektrale Eigenschaften des Produkts aufgefu¨hrt.
Wenn die Zuordnung korrekt ist, kann die gro¨ßere Stabilita¨t dieser Spezies vergli-
chen mit der von uns untersuchten Struktur durch die Tatsache erkla¨rt werden,
dass diese Reaktion intramolekular ist im Gegensatz zur bimolekularen Reaktion
der vorliegenden Studie. Ein Zerfall der von uns betrachteten Verbindung fu¨hrt
daher zu einer wesentlich gro¨ßeren Entropie-Zunahme [83].
Eine weitere Verbindung mit a¨hnlichen Strukturelementen wurde von Ball und
Bruice vorgeschlagen, die berichten, dass β-Merkaptoethanol an die C(4a)-
Position eines N-5-ethyl-N-3-methyl-Lumiflavin-Kations addiert. Dieser Reakti-
onsverlauf wurde aus der Reaktionskinetik des Reaktanten geschlussfolgert, die
mit zunehmender β-ME-Konzentration beschleunigt wird. Das postulierte Pro-
dukt wurde weder isoliert noch spektroskopisch identifiziert. Es weicht von dem
von uns studierten Struktur-Typ dadurch ab, dass ein Alkyl-Substituent an
der N(5)-Position gebunden ist. Dies ko¨nnte der Verbindung eine gewisse Sta-
bilita¨t verleihen, allerdings werden keine Angaben dahingehend gemacht [84].
Ein dritter Bericht zu der fraglichen Struktur-Einheit geht auf Knappe und
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Hemmerich zuru¨ck, die durch IR-, NMR- und UV-Spektroskopie zeigen, dass
ein Schwefel der Dithiodiessigsa¨ure nach einer Fragmentierung an die C(4a)-
Position von N-3-Benzyllumiflavin addiert. Das resultierende N-3-Benzyl-C-4a-
carboxymethylthiolumiflavin weicht von der zu Beginn dieses Kapitels definierten
Struktur dadurch ab, dass kein rein aliphatischer Rest an den Schwefel gebunden
ist, sondern der α-Kohlenstoff einer Carboxy-Gruppe. Dieser sollte positiv pola-
risiert sein aufgrund des benachbarten Carboxy-Kohlenstoffs, was die Stabilita¨t
der Verbindung erho¨hen ko¨nnte [85]. Es muss allerdings angefu¨hrt werden, dass
der Vorschlag dieses Thioaddukts spa¨ter von Eberlein und Powell in Frage gestellt
wurde, die dieselben Experimente durchfu¨hrten. Sie identifizierten das Produkt
im Gegensatz zu Knappe und Hemmerich als Verbindung, in der ein Kohlenstoff-
Atom an die C(4a)-Position des Flavins gebunden ist [86].
Es ist daher anzunehmen, dass in vorliegender Studie der Protein-Hu¨lle die Funk-
tion zukommt, die Stabilita¨t des Photoaddukts aufrecht zu erhalten. In genauem
Widerspruch dazu steht allerdings eine theoretische Studie aus dem Jahre 2006:
Domratcheva et al. stellen darin zwar fest, dass die Bildung des S-C(4a)-Addukts
in LOV durch die von der Proteinumgebung vorgegebene ra¨umliche Anordnung
des Isoalloxazin-Thiol-Komplexes ermo¨glicht wird. Im Weiteren fu¨hren sie aber
aus, dass ein kovalentes S-C(4a)-Addukt aus Lumiflavin und MM stabil sein sollte,
und dass der Zerfall eines solchen Addukts in LOV ebenfalls durch die Protei-
numgebung ausgelo¨st wird [47].
4.5.8 Diskussion
In vorliegendem Kapitel konnte tatsa¨chlich aufgezeigt werden, dass ein Merkaptan
mit einem so kleinen aliphatischen Rest wie MM weit genug in die Bindungstasche
der LOV-Doma¨ne vordringen kann, dass es eine kovalente Bindung zum Chro-
mophor FMN ausbilden kann. Die Identifizierung der fraglichen Spezies gelang
anhand der UV/Vis- sowie der CD-Spektroskopie, massenspektrometrisch konn-
ten dagegen keine Argumente fu¨r die vorgeschlagene Struktur ermittelt werden.
Eine Langzeitstudie zur Stabilita¨t dieses unnatu¨rlichen Addukts machte deut-
lich, dass es - im Gegensatz zum innerhalb von Minuten zerfallenden Addukt des
Wildtyps - u¨ber Stunden hin stabil ist. Entfernt man allerdings den umgebenden
Protein-Ka¨fig, dann reagiert es sofort zuru¨ck zu den Ausgangsverbindungen.
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Abbildung 4.29: Zusammenfassendes Schema zur Reaktion von FMN mit MM; der Punkt
zwischen CH3 und FMN symbolisiert den Komplex aus dem Protein-gebundenen FMN und
dem MM; FMNH· steht fu¨r das neutrale Semiquinonradikal.
Die Experimente ergaben zudem, dass eine Belichtung von LOV in Gegenwart von
MM zu zwei Produkt-Spezies fu¨hrt: Neben dem Addukt entsteht auch das neu-
trale Semiquinonradikal. Daher ist anzunehmen, dass ein Gleichgewicht existiert
zwischen solchen Doma¨nen, die ein MM-Moleku¨l in ihrer Bindungstasche haben,
und solchen, die - vereinfacht ausgedru¨ckt - “leer” sind. In Abbilung 4.29, in der
dieser Zusammenhang veranschaulicht wird, soll der somit vorliegende Komplex
aus FMN und MM durch einen Punkt symbolisiert werden. Doma¨nen mit MM in
der Bindungstasche reagieren bei Belichtung zum Addukt, die “leeren” Doma¨nen
dagegen werden durch MM aus der na¨heren Umgebung zum Radikal reduziert.
Diese Reaktion ist im Beisein von Sauerstoff reversibel, so dass einmal gebilde-
te Radikale nach Ru¨ckoxidation zum Dunkelzustand doch noch ein MM-Moleku¨l
aufnehmen ko¨nnen und zum Addukt abreagieren ko¨nnen. Fragliches Gleichge-
wicht liegt nach der Zugabe einer großen Menge MM nicht sofort weit auf der
Seite des Komplexes, sondern bei Verbrauch von “gefu¨llten” Doma¨nen durch die
Addukt-Bildung wird der Komplex allma¨hlich nachgebildet. Dies erkla¨rt den Un-
terschied zwischen aerober und anaerober Reaktionsfu¨hrung.
Wie eingangs festgestellt wurde, sind die zwei Spezies Radikal und Addukt zu
beobachten. Fu¨r die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit nach dem
Bildungsmechanismus der Adduktbildung im Wildtyp ist nun gerade die Frage
von Bedeutung, ob diese beiden Spezies in zwei unabha¨ngigen Parallelreaktionen
gebildet werden oder ob das Radikal ein Intermediat auf dem Weg zum Addukt
ist. Letztere Alternative wu¨rde na¨mlich nahelegen, dass auch die Adduktbildung
im Photozyklus der wildtypischen Doma¨ne u¨ber eine radikalische Zwischenstufe
abla¨uft. Allerdings kann basierend auf den vorhandenen Messdaten keine defini-
tive Unterscheidung dahingehend getroffen werden.
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4.6 Belichtung von LOV1 C57G in Gegenwart
von Dimethylsulfid
In der ersten detaillierten Studie zum Photozyklus der LOV1-Doma¨ne des Phot-
Proteins aus C. reinhardtii aus dem Jahr 2003 wollte Kottke einen Weg finden,
den an sich instabilen Signalzustand LOV1-390 eingehender zu charakterisieren.
Gelang es dabei durch die Einfu¨hrung einer bestimmten Punktmutation diesen
Addukt-Zustand zu stabilisieren, wa¨re es durch dieses “Einfrieren” des Signal-
zustands des Photorezeptors außerdem mo¨glich, die Aufkla¨rung der Signalwei-
terleitung voranzutreiben. Geleitet von diesen U¨berlegungen setzte Kottke eine
Mutante der LOV1-Doma¨ne ein, in der das reaktive Cystein 57 durch ein Me-
thionin ersetzt wurde, in der also an die Stelle der SH-Funktion des Cysteins eine
S-CH3-Funktion im Methionin trat. Darin sollte, so Kottke, in einer dem Wild-
typ entsprechenden Photoreaktion ein an der N(5)-Position methyliertes Addukt
gebildet werden, das mutmaßlich eine ho¨here Stabilita¨t aufweisen sollte. Eine
basenkatalysierte Abstraktion des N(5)-Protons wa¨re dann na¨mlich nicht mehr
mo¨glich und eine homolytische Spaltung der N(5)-CH3-Bindung wu¨rde eine sehr
hohe Aktivierungsenergie besitzen. Tatsa¨chlich beobachtete Kottke aber im Zuge
seiner Experimente zuna¨chst die Ausbildung eines N(5)-alkylierten Photoaddukts
mit planarer Geometrie: Die urspru¨nglich terminale CH3-Funktion des Methio-
ninrests, die auch weiterhin am Schwefel des Methionins ha¨ngt, ist darin mit dem
N(5)-Stickstoff verknu¨pft, an der N(1)-Position ist ein Wasserstoff-Atom gebun-
den. Diese Spezies reagiert dann in einer thermischen Folgereaktion weiter zu
einem N(5)-alkylierten Radikal [23].
Das System LOV1 C57G/MM kann nach den bisherigen Ausfu¨hrungen als Mo-
dell der wildtypischen LOV1-Doma¨ne betrachtet werden, in dem bei Belichtung
eine analoge Reaktion abla¨uft. Angeregt durch die zu Beginn dieses Abschnitts
geschilderten U¨berlegungen und Experimente von Kottke [23] stellt sich nun die
interessante Frage, welche Reaktion abla¨uft, wenn man - als Modell der LOV1
C57M-Mutante von Kottke - der LOV1 C57G-Mutante als Reaktionspartner Di-
methylsulfid (H3C-S-CH3) anstatt MM (H3C-S-H) zusetzt.
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Das Experiment
Analog zum Experiment von Kottke wurde im Folgenden unter aeroben Bedin-
gungen, also in Anwesenheit von Luftsauerstoff gearbeitet. Die LOV1 C57G-
Mutante lag wiederum im bekannten Dialyse-Puffer (10 mM Na-Phosphat, 10
mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0) vor. Von der unter Standardbedingungen
flu¨ssigen Substanz Dimethylsulfid wurden zu einem Volumen von 300 µl Protein-
Lo¨sung 2.2 µl zugegeben, was einer Endkonzentration an Dimethylsulfid von 100
mM entspricht. Die Temperatur wa¨hrend des Experiments wurde bei 20◦C ge-
halten. Das Reaktionsgemisch wurde in Schritten von 1.1 bzw 5 s mit blauem
Licht bestrahlt, dazwischen wurden UV/Vis-Spektren aufgenommen (nicht ge-
zeigt). Nach den ersten Belichtungsschritten vera¨ndert sich der spektrale Verlauf
u¨berhaupt nicht. Erst nach einer Belichtungsdauer von etwa 10 s wird allma¨hlich
die typische Flavin-Bande um 447 nm etwas kleiner. Gleichzeitig deuten sich bei
570 und 610 nm die beiden fu¨r das neutrale Semiquinonradikal charakteristischen
Absorptionsbanden an und werden langsam intensiver. Die Sequenz der Spektren
weist außerdem sehr scharfe isosbestische Punkte bei 493, 391, 381 und 336 nm
auf. Diese Beobachtungen legen nahe, dass auch im Falle der Reagenz Dimethyl-
sulfid das oxidierte FMN unter dem stabilisierenden Einfluss der Protein-Hu¨lle zur
Radikalform reduziert wird, dass also der externe Donor ein Elektron auf 3FMN
u¨bertra¨gt. Die genaue Quelle des Protons ist wie im Falle von EDTA. β-ME und
DTT nicht bekannt; potentielle Kandidaten sind das Protein, die wa¨ssrige Um-
gebung und die Reagenz selbst. Der scheinbare Widerspruch, dass einerseits das
Radikal stabil sein soll und dass andererseits vorliegende Reaktion im Beisein
von Sauerstoff abla¨uft, ist mit der Annahme aufzulo¨sen, dass zum Zeitpunkt des
Auftauchens des Radikals bereits aller im Reaktionsgemisch gelo¨ste Sauerstoff
verbraucht war. Dafu¨r spricht auch, dass die Vera¨nderungen des spektralen Ver-
laufs nur sehr langsam einsetzten, dass also das Radikal erst relativ spa¨t gebildet
wird.
Das System LOV1 C57G/Dimethylsulfid zeigt also kein zur LOV1 C57M-Mutante
von Kottke [23] analoges Reaktionsverhalten. Es ist somit anzunehmen, dass auch
diese Substanz - wohl aufgrund ihrer Gro¨ße - nicht tief genug zur Ausbildung ei-
ner kovalenten Bindung zum Chromophor FMN in die Bindungstasche vordringen
kann, sie u¨bertra¨gt aus gro¨ßerer Entfernung ein Elektron.
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4.7 Belichtung von LOV1 C57S in Gegenwart
von Methylmerkaptan
In den bislang beschriebenen Experimenten wurde jeweils die C57G-Mutante der
LOV1-Doma¨ne des Phot-Proteins aus C. reinhardtii verwendet. Dahinter steckte
die Annahme, dass der zuga¨ngliche Raum in der Bindungstasche der Doma¨ne
dadurch maximiert wird, weil Glycin ja die kleinst mo¨gliche der 20 nativen Ami-
nosa¨uren ist. Wa¨hlt man außerdem als externen Donor das kleinst mo¨gliche Thiol
MM, so vermag dieses, zum Chromophor FMN vorzudringen und eine kovalente
Bindung zu ihm auszubilden. Gro¨ßeren Thiolen wie etwa β-ME dagegen bleibt
ein solcher Zugang verwehrt, sie ko¨nnen lediglich ein Elektron u¨bertragen. Aus
diesen Beobachtungen wurde die naheliegende These abgeleitet, dass das Volu-
men der externen Reagenzien daru¨ber entscheidet, welche Reaktion abla¨uft. Um
diese These einer weiteren Pru¨fung zu unterziehen, wurde nun das System LOV1
C57S/MM mit blauem Licht bestrahlt. Auf der einen Seite wurde also das kleine
MM beibehalten, auf der anderen Seite wurde aber das im Vergleich zur Ami-
nosa¨ure Glycin mit einer -CH2-OH-Seitenkette sterisch anspruchsvollere Serin
eingesetzt.
Das Experiment
Wie die Glycin-Mutante der LOV1-Doma¨ne lag auch die Serin-Mutante in dem
u¨blichen Dialyse-Puffer (10 mM Na-Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH
8.0) vor. Das Reagenz MM wurde wie bei dem in Abschnitt 4.5.2 beschriebe-
nen Experiment in “großer” Konzentration zugesetzt. Außerdem wurde, um die
Bedingungen fu¨r eine mo¨gliche Adduktbildung zu optimieren, in Anwesenheit
von Sauerstoff gearbeitet. Die Temperatur wa¨hrend des Experiments betrug er-
neut 20◦C. Die Belichtung erfolgte in Schritten von 1.1 sowie 5 s. Dazwischen
wurden zur Beobachtung des Reaktionsverlaufs UV/Vis-Spektren aufgenommen
(nicht gezeigt). In den ersten - in 1.1-Paketen eingestrahlten - etwa 10 s Belich-
tung bleibt das spektrale Verhalten der Doma¨ne unvera¨ndert. Dann allerdings
treten die typischen Vera¨nderungen auf, die bislang immer bei einer Ausbildung
des neutralen Seminquinonradikals wahrzunehmen waren: Die Flavin-Bande bei
447 nm wird kleiner, gleichzeitig tauchen bei 570 und 610 nm zwei Absorptions-
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banden auf. Zudem verla¨uft die Reaktion u¨ber scharfe isosbestische Punkte bei
493, 391, 381 und 336 nm. Die Tatsache, dass die Radikalform stabil ist, obwohl
nicht explizit unter aeroben Bedingungen gearbeitet wurde, legt wie im Experi-
ment des vorangehenden Kapitels 4.6 nahe, dass der im Reaktionsgemisch gelo¨ste
Sauerstoff in der ersten Phase des Experiments verbraucht wurde. Auch was die
Dauer dieser aeroben Anfangsphasen betrifft, stimmen die beiden Experimente
aus 4.6 und 4.7 u¨berein. Dies kann jedoch genau genommen nicht als Indiz fu¨r
einen a¨hnliche Zeit-Dauern beanspruchenden Verbrauch des Sauerstoffs gewertet
werden, da die Parameter Protein-Konzentration und Donor-Konzentration in
den beiden Versuchen nicht u¨bereinstimmten. Zudem laufen hier zwei zwar a¨qui-
valente Reaktionen in zwei, aber verschiedenen Systemen - C57G/Dimethylsulfid
bzw. C57S/MM - ab, die somit auch verschiedene Quantenausbeuten aufweisen
sollten.
Der Verlauf dieses Experiments zeigt somit, dass die Adduktbildung nicht mehr
vonstatten gehen kann, wenn der “freie” Raum in der Bindungstasche der Doma¨ne
durch den U¨bergang zur Serin-Mutante verkleinert wird. Es kann folglich als
Besta¨tigung der These angesehen werden, dass das verfu¨gbare Volumen in der
Protein-Tasche und die Raumbeanspruchung der externen Reagenz die Richtung
der Reaktion beeinflussende Faktoren sind. Daneben kann allerdings auch die
Polarita¨t der Serin-Seitenkette mit ihrer OH-Funktion eine Rolle spielen.
4.8 Belichtung von freiem FMN in Gegenwart
von Methylmerkaptan
In Abschnitt 4.5.7 wurde versucht, die das unnatu¨rliche Photoaddukt aus FMN
und MM umgebende Protein-Hu¨lle durch Denaturieren zu entfernen. Dabei stellte
sich heraus, dass besagte Spezies zerfa¨llt, sobald der Protein-Ka¨fig entfernt wird.
Nun sollte ausgetestet werden, welche Reaktion abla¨uft, wenn freies FMN in
wa¨ssriger Lo¨sung in Gegenwart des Thiols MM belichtet wird.
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Abbildung 4.30: Sequenz der Absorptionsspektren aus dem Belichtungsexperiment mit freiem
FMN in wa¨ssriger Lo¨sung und MM als externem Donor bei “großer” Konzentration an MM
und unter aeroben Bedingungen; der Pfeil zeigt die Entwicklungsrichtung der Spektren an; im
Kasten sind die entsprechenden Belichtungszeiten aufgefu¨hrt.
Das Experiment
Um zum entsprechenden Experiment mit der G-Mutante der LOV1-Doma¨ne aus
Kapitel 4.5.2 a¨quivalente Reaktionsbedingungen zu schaffen, wurde das Flavin
nicht in reinem Wasser gelo¨st, sondern im bekannten Dialyse-Puffer (10 mM Na-
Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0). Außerdem wurden fu¨r den
Chromophor und den Donor anna¨hernd die gleichen Konzentrationen wie in die-
sem LOV-Experiment gewa¨hlt: Vom Flavin FMN wurde eine Stammlo¨sung mit
einer OD447 von ca. 1.5 hergestellt, die MM-Lo¨sung wurde nach der Vorschrift
aus Abschnitt 3.7 pra¨pariert. Die beiden Lo¨sungen wurden in einem Verha¨ltnis
MM-Lo¨sung zu FMN-Lo¨sung von 2:1 gemischt, so dass die OD447 des resultie-
renden Reaktionsgemisches etwa 0.5 betrug. Die Temperatur des Ansatzes wurde
wieder bei 20◦C gehalten. Ebenfalls in U¨bereinstimmung mit dem Versuch mit
der Protein-Doma¨ne wurde die Reaktionsfu¨hrung aerob gestaltet. Die Belichtung
erfolgte in Schritten von 5s, dazwischen wurden UV/Vis-Spektren zur Beobach-
tung des Reaktionsgeschehens aufgenommen.
In Abbildung 4.30 ist die erhaltene Sequenz von UV/Vis-Spektren dargestellt.
Am Ausgangsspektrum sind zuna¨chst die fu¨r FMN in freier Lo¨sung so typischen
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breiten Absorptionsbanden ohne Feinstruktur zu erkennen. Diese werden sogleich
mit dem ersten Belichtungsschritt von 5 s deutlich kleiner. Die Entwicklung geht
mit zunehmender Belichtungszeit schließlich so weit, dass die Flavin-Banden na-
hezu komplett verschwinden, stattdessen bildet sich eine Bande bei etwa 340 nm
heraus. Die Spektren-Sequenz zeigt außerdem einen sehr scharfen isosbestischen
Punkt bei 334 nm. Eine erste oberfla¨chliche Betrachtung des Messergebnisses
la¨sst somit vermuten, dass zwei Spezies zu den Spektren beitragen, dass also das
oxidierte FMN zu einem einzelnen Produkt abreagiert. Die Gestalt des letzten
Spektrums legt nahe, dass es sich dabei um das in Abschnitt 1.2 bereits vorge-
stellte Dihydroflavin oder Flavohydrochinon handelt. Da diese zweifach reduzierte
Form des FMN in Anwesenheit von Sauerstoff bekanntermaßen nicht stabil ist,
muss auch fu¨r dieses Experiment angenommen werden, dass der gelo¨ste Sauer-
stoff beim Auftreten der zweifach reduzierten Spezies schon abreagiert hat. Dafu¨r
spricht auch, dass man, wenn man das Reaktionsgemisch schu¨ttelt, sofort das
Ausgangsspektrum von FMNox zuru¨ckbekommt.
Song et al. berichten in einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2007 u¨ber ihre Belich-
tungsexperimente mit freiem FMN in wa¨ssriger Lo¨sung [87]. Dabei bestrahlten
sie das freie Flavin ohne Zusatz externer Reagenzien im Beisein von Sauerstoff
und beobachteten mit Verzo¨gerung das Auftreten einer permanenten Absorption
von reduziertem Flavin FMNH−. Den Erkla¨rungen vorliegender Studie entspre-
chend nehmen die Autoren an, dass in dieser ersten Phase der im Reaktionsge-
misch gelo¨ste Sauerstoff (ca. 2.8 × 10−4 mol
dm3
bei Raumtemperatur [88]) verbraucht
wird. Dies erkla¨ren sie sich damit, dass durch Lichtanregung und anschließendes
intersystem crossing 3FMN (FMN + hν → 1FMN, 1FMN → 3FMN) gebildet
wird. Die Kollision von 3FMN mit Sauerstoff im Grundzustand - also Sauerstoff
im Triplett-Zustand (3O2) - verursacht die Ausbildung von Singulett-Sauerstoff
(1O2). Der reaktive Singulett-Sauerstoff wiederum wird entweder bei der Zerset-
zung von FMN verbraucht oder durch Reaktion mit dem Lo¨sungsmittel (1O2 +
2H2O → 2H2O2). Die Autoren dieser Studie belichteten freies FMN in wa¨ssriger
Lo¨sung, außerdem unter aeroben Bedingungen in Anwesenheit von DTT. Auch in
diesem Fall war das Einsetzen der Photoreduktion und somit die Ausbildung von
FMNH− zeitlich leicht verzo¨gert, was die Experimentatoren erneut dem anfa¨ng-
lichen Verbrauch des Sauerstoffs zuschreiben. Ist diesem Fall verschwindet der
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gebildete Singulett-Sauerstoff neben den bereits genannten Zerfallskana¨len, au-
ßerdem durch die Reaktion mit DTT. Da dieses Reagenz in einer um etwa den
Faktor 40 gro¨ßeren Konzentration (10 mM) als der Sauerstoff vorliegt, kann die
eigentliche Photoreaktion trotzdem fast so effektiv ablaufen wie unter anaeroben
Bedingungen.
Fu¨r das vorliegende Experiment ist keine entsprechende Abscha¨tzung der Kon-
zentrationsverha¨ltnisse mo¨glich, da die Konzentration des MM unbekannt ist.
Allerdings ist aufgrund der Effektivita¨t der Reaktion anzunehmen, dass auch in
diesem Fall das Reduktionsmittel MM in viel gro¨ßerer Konzentration als der Sau-
erstoff vorliegt.
Im Falle dieser Experimente mit freiem Flavin FMN kommt außerdem noch fol-
gender Pfad fu¨r den anfa¨nglichen Verbrauch des gelo¨sten Sauerstoffs in Frage:
Der Sauerstoff wird wohl einmal gebildetes Hydrochinon FMNH− zuru¨ckoxidie-
ren zum oxidierten FMN.
Auch bei den in den Kapiteln 4.6 und 4.7 besprochenen Experimenten wurde po-
stuliert, dass in der Anfangsphase zuna¨chst der im Reaktionsgemisch gelo¨ste Sau-
erstoff verbraucht wird. Vor allem Dimethylsulfid liegt mit 100 mM in deutlichem
U¨berschuss gegenu¨ber dem Sauerstoff vor, so dass die anfa¨ngliche Reaktion die-
ser Substanz mit auftretendem Singulett-Sauerstoff die Effektivita¨t der folgenden
Reaktion mit dem Protein-gebundenem FMN nicht beeintra¨chtigen sollte. Was
die Verha¨ltnisse in der Reaktion von LOV1 C57S mit MM anbetrifft, kann wie-
derum aufgrund der Effektivita¨t der Reaktion nur vermutet werden, dass auch
MM in großem U¨berschuss vorliegt. Als zusa¨tzlicher Zerfallskanal des gelo¨sten
Sauerstoffs muss im Falle dieser Protein-gebundenen Flavine in Betracht gezogen
werden, dass Sauerstoff durch die Reoxidation von gebildeten Semiquinonradika-
len verbraucht wird.
Die Auswertung
Die im Rahmen der SVD-Analyse zuerst betrachtete Auftragung der Standard-
abweichung σ(l) gegen die Zahl der zugrundeliegenden Komponenten (nicht ge-
zeigt) ergibt erwartungsgema¨ß, dass zwei Spezies vorliegen sollten. Es gilt folglich,
die vier Matrixelemente aus Gleichung 4.3 zu bestimmen. Dabei ko¨nnen, wie in
Abschnitt 4.5.2 bereits erla¨utert wurde, die folgenden Informationen verwendet
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Abbildung 4.31: links: Rekonstruierte Spektren von FMNox (durchgezogene Linie) und
FMNH− (gestrichelte Linie); rechts: Konzentrations-Zeit-Profile des FMNox (Kreise) und des
FMNH− (Dreiecke); die Summe der zwei Molenbru¨che ist mit Vierecken dargestellt.
werden:
• Zu Beginn des Experiments liegt nur die Spezies FMNox vor.
• Bei einer Wellenla¨nge λ von 334 nm ist ein isosbestischer Punkt zu erkennen.
• Das Spektrum der zweiten Komponente nimmt an der Stelle λk = 485 nm
den Wert Null an, an der das Spektrum der ersten Komponente ungleich
Null ist.
Wendet man die in Kapitel 4.5.2 hergeleiteten Formeln auf vorliegenden Fall an,
dann erha¨lt man die in Abbildung 4.31/links gezeigten Absorptionspektren so-
wie die rechts dargestellten Konzentrations-Zeit-Profile. Bei dem mit gestrichelter
Linie gezeichneten Spektrum handelt es sich offensichtlich - wie bereits im vor-
angehenden Absatz vermutet wurde - um das Spektrum des zweifach reduzierten
Flavins FMNH2 [16], das bei pH 8.0 wohl in der anionischen Form vorliegt.
Die Belichtung von freiem FMN in wa¨ssriger Lo¨sung in Anwesenheit von MM
ergibt also das nach der Lektu¨re von Kapitel 4.5.7 nicht ganz unerwartete Resul-
tat, dass ohne Protein-Hu¨lle kein Photoaddukt aus FMN und MM entsteht. MM
wirkt in dieser Reaktion lediglich als Reduktionsmittel. Der LOV-Doma¨ne kommt
in der Reaktion von Kapitel 4.5.2 somit nicht nur die Rolle zu, das Photoaddukt
vor dem Zerfall zu schu¨tzen, sondern sie lenkt die Reaktion u¨berhaupt erst in
diese Richtung der Adduktbildung.
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4.9 Die Mutante LOV1 C57G L101C: Belich-
tung ohne externen Donor
Die vorgestellten MM-Experimente wurden in dem Sinne gedeutet, dass MM,
wenn es in der Bindungstasche der C57G-Mutante der LOV1-Doma¨ne sitzt,
bei Belichtung eine kovalente Bindung zum Chromophor FMN ausbildet. Ist
es dagegen weiter entfernt vom FMN, mutmaßlich außerhalb der Bindungsta-
sche, so unsere Interpretation, dann agiert es lediglich als Elektronen-Donor und
u¨bertra¨gt ein Elektron auf das Flavin. Ausgehend von diesen Beobachtungen soll-
te im na¨chsten Experiment vorliegender Studie durch die gezielte Einfu¨hrung von
Punktmutationen eine Modell-LOV-Doma¨ne geschaffen werden, in der zum einen
wie in den bisherigen Experimenten der eigentliche Reaktant, das Cystein 57,
ausgetauscht ist gegen Glycin, das ja keine funktionelle Gruppe in der Seitenket-
te hat und somit bei Belichtung unreaktiv ist. Zum anderen sollte an einer gezielt
ausgewa¨hlten Stelle eine weitere Aminosa¨ure ihrerseits durch ein Cystein ersetzt
werden. Dieses neu eingefu¨hrte Cystein sollte so positioniert sein, dass es zwar
ausreichend nahe am Kofaktor FMN sitzt, um ein Elektron zu u¨bertragen, dass
es aber keine kovalente Bindung ausbilden kann. Es sollte folglich als Bestandteil
der Protein-Doma¨ne die Rolle des externen Donors u¨bernehmen. Auf diese Weise
sollte ein Modell der LOV-Doma¨ne entstehen, in dem die Photoadduktbildung
lediglich bis zum - von uns postulierten - Intermediat Radikal ablaufen kann und
dann “eingefroren” wird.
Bekanntermaßen gibt es in dem Protein Photolyase eine Kette von Tryptopha-
nen, la¨ngs der Elektronen u¨bertragen werden. Der Abstand zwischen den ein-
zelnen Zentren in dieser Elektronen-Transfer-Kette betra¨gt etwa 7 A˚ [89]. Diese
Distanz wurde bei der Wahl einer geeigneten Aminosa¨ure als Maßstab angesetzt:
Das “neue” Cystein sollte nicht weiter entfernt sein als diese 7 A˚. Ein weiterer
Punkt, der bei Bestimmung einer passenden Aminosa¨ure eine Rolle spielte, war
die Tatsache, dass die auszutauschende Aminosa¨ure und das Cystein nicht zu
unterschiedlich sein durften, was Art und Gro¨ße ihrer Seitenkette betraf. Anson-
sten na¨mlich lief man Gefahr, dass die Protein-Doma¨ne nach der Expression nicht
korrekt gefaltet wurde. Geleitet von diesen U¨berlegungen fiel die Wahl schließlich
auf die Aminosa¨ure mit der Nummer 101, ein Leucin mit einer -CH2-CH(CH3)2-
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Seitenkette. Tritt ein Cystein mit seiner -CH2-SH-Seitenkette an die Stelle dieses
Leucins, dann ist seine Thiolfunktion etwa 5 A˚ vom C(4a)-Atom des Chromophors
FMN entfernt.
Ein Vorexperiment mit LOV1 C57G
Kay et al. berichten in ihrer Studie aus dem Jahr 2003, dass die C450A-Mutante
einer LOV2-Doma¨ne von Phot1 aus A. sativa bei Belichtung in das neutra-
le Semiquinonradikal u¨bergeht, ohne dass ein externer Elektronen-Donor anwe-
send ist. Sie erkla¨ren dies u¨ber eine Protein-interne Reduktion durch eine nicht-
identifizierte, redoxaktive Aminosa¨ure, vermutlich ein Tryptophan, Histidin oder
Tyrosin [39]. Da auch die in vorliegender Studie eingesetzte LOV1-Doma¨ne aus
C. reinhardtii zwei Histidine, ein Tryptophan und vier Tyrosine besitzt, sollte
zuna¨chst in einem Vorexperiment untersucht werden, ob auch hier eine Protein-
interne Reduktion abla¨uft.
Eine Lo¨sung der LOV1 C57G-Doma¨ne in dem bekannten Dialyse-Puffer (10 mM
Na-Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0) wurde zuna¨chst nach der
in Kapitel 3.6.9 beschriebenen Methode von Sauerstoff befreit. Durch Daru¨ber-
leiten eines Argon-Stroms wa¨hrend des eigentlichen Experiments wurde ein neu-
erliches Eindringen von Sauerstoff verhindert. Die Temperatur wurde konstant
bei 20◦C gehalten. Die Belichtung der Probe erfolgte in Schritten von 1.1 s; da-
zwischen wurden wie u¨blich UV/Vis-Spektren aufgenommen. In Abbildung 4.32
sind die nach Belichtungszeiten von 158, 316, 474 und 632 s erhaltenen Spektren
dargestellt. Man erkennt deutlich, dass auch diese Mutante der LOV1-Doma¨ne
aus C. reinhardtii ohne Beisein eines externen Elektronen-Donors bei Belichten
zum neutralen Semiquinonradikal reduziert wird - wenn dafu¨r auch verglichen mit
den bisherigen Experimenten extrem lange Belichtungszeiten notwendig sind. Die
Spektren-Sequenz weist bei 489, 391, 377 und 340 nm isosbestische Punkte auf, so
dass angenommen werden kann, dass trotz der langen Belichtungszeit keine wei-
teren Reaktionsprodukte entstanden sind. Allerdings erreicht das nach Belu¨ften
der Probe gemessene Spektrum (nicht gezeigt) nicht mehr ganz die Intensita¨t des
Ausgangspektrums, was bedeutet, dass die Reaktion einen gewissen irreversiblen
Anteil hat.
Auch Song et al. untersuchten eine Mutante der LOV1-Doma¨ne des Phototropins
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Abbildung 4.32: Vor Beginn der Belichtung bzw. nach den im Kasten angegebenen Belich-
tugszeiten aufgenomme Absorptionsspektren bei Belichtung der LOV1 C57G-Mutante ohne
externen Donor. Die Pfeile zeigen die Entwicklungsrichtung der Spektren an.
aus C. reinhardtii, in der das reaktive Cystein gegen ein Serin ausgetauscht war
(LOV1 C57S). Diese Protein-Doma¨ne wurde als Fusionsprotein mit dem Malto-
sebindeprotein exprimiert. Die Experimentatoren belichteten LOV1 C57S ohne
Zusatz eines externen Donors mit Hilfe einer 250 W-Quecksilber-Lampe und ei-
nes Interferenzfilters. Dabei beobachteten sie nach etwa 3 Minuten Belichtungs-
zeit das Ausbilden einer Absorptionsbande bei 500 bis 660 nm. Sie interpretieren
dies als das Auftreten des neutralen Semiquinonradikals FMNH·. Nach einer Be-
lichtungsdauer von 10 Minuten erreichte die Absorption in diesem Bereich ihren
Maximalwert. Es ist noch wichtig anzumerken, dass in dieser Studie nicht unter
Sauerstoffausschluss, also aerob gearbeitet wurde. Die Tatsache, dass trotzdem
die Absorptionsbanden des Radikals zu beobachten waren, erkla¨ren sie damit,
dass die Doma¨ne nicht ausreichend durchla¨ssig fu¨r Sauerstoff ist und dass somit
das Radikal nicht sofort reoxidiert wird. Daru¨ber hinaus bestrahlten diese Au-
toren noch die LOV1 C57G-Mutante, die wie in vorliegender Studie mit einem
His-Tag fusioniert war, mit blauem Licht. Bei moderaterer Anregungsintensita¨t
stellten sie keine Radikalbildung fest, was sie darauf zuru¨ckfu¨hren, dass diese
Doma¨ne durchla¨ssiger fu¨r Sauerstoff ist, so dass einmal gebildetes Radikal sofort
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wieder reoxidiert wird. Erho¨hten sie wiederum die Lichtintensita¨t, so konnten
sie lediglich die Denaturierung der LOV-Doma¨ne diagnostizieren. Im Gegensatz
zur vorliegenden Studie konnten also Song et al. im Falle von LOV1 C57G ohne
Zusatz externer Donoren keine Radikale ausmachen. Es soll an dieser Stelle aller-
dings noch einmal darauf hingewiesen werden, dass sie im Unterschied zu unseren
Experimenten nicht Sauerstoff-frei arbeiteten. [90]
Belichten von LOV1 C57G L101C
Nach diesen die Ausgangssituation kla¨renden Vormessungen wurde nun im ei-
gentlichen Experiment die ebenfalls im bekannten Dialyse-Puffer (10 mM Na-
Phosphat, 10 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, pH 8.0) gelo¨ste LOV1 C57G L101C-
Mutante mit blauem Licht ohne Beisein von externen Donoren bestrahlt wer-
den. Wie im Versuch des vorangehenden Absatzes wurde der Reaktionsansatz
zuna¨chst von Sauerstoff befreit und dann Sauerstoff-frei gehalten. Die Tempera-
tur wa¨hrend der Messung betrug wiederum 20◦C. Die Belichtungszeit war in 1.1-
bzw. 5 s-Schritte unterteilt; die in den Zwischenra¨umen, nach Belichtungszeiten
von 33, 38, 43 und 63 s aufgenommenen Absorptionsspektren sind in Abbildung
4.33 gezeigt. Wie zu erwarten war, wird auch im Fall dieser Mutante - die ja einen
Cystein-Rest in der Na¨he des Kofaktors FMN besitzt - bei Belichtung das neu-
trale Semiquinonradikal gebildet. Auch diese Reaktion verla¨uft u¨ber isosbestische
Punkte bei 491, 390, 380 und 338 nm, was vermuten la¨sst, dass keine Beiprodukte
entstanden sind. La¨sst man nach dem Ende der Belichtung Sauerstoff in die Re-
aktionslo¨sung eindringen, dann bildet sich die typische Bande des Flavins bei 447
nm zuru¨ck, die Radikal-Banden um 600 nm verschwinden. Jedoch erreicht dieses
zuletzt gemessene Spektrum nicht ganz die urspru¨ngliche Intensita¨t, so dass auch
hier ein irreversibler Anteil angenommen werden muss.
Der Vergleich
Mo¨chte man nun das Belichtungsexperiment mit LOV1 C57G L101C hinsicht-
lich der zu Beginn dieses Abschnitts angestellten U¨berlegungen interpretieren, so
mu¨ssen die Belichtungszeiten der beiden Experimente - mit C57G einerseits und
C57G L101C andererseits - verglichen werden. Zu diesem Zweck sind in Abbil-
dung 4.34 die in den beiden Experimenten jeweils noch vorhandenen prozentu-
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Abbildung 4.33: Vor Beginn der Belichtung bzw. nach den im Kasten angegebenen Belich-
tungszeiten aufgenomme Absorptionsspektren bei Belichtung der LOV1 C57G L101C -Mutante
ohne externen Donor. Die Pfeile zeigen die Entwicklungsrichtung der Spektren an.
ellen Anteile der Extinktion bei einer Wellenla¨nge von 443 nm gegen die bereits




Funktion der Belichtungszeit dargestellt. Wa¨hrend im Falle der Doppelmutante
die Extinktion E443 schon nach einer Belichtungszeit von 33 s auf einen Anteil
von 60 % an der Ausgangsextinktion abgesunken ist, ist fu¨r eine entsprechende
Abnahme bei LOV1 C57G eine Belichtungszeit von 158 s no¨tig. Am Ende des
Experiments liegen bei LOV1 C57G L101C nach 63 s Belichtung noch 34 % der
Ursprungsextinktion vor. Bei der Einfachmutante LOV1 C57G dagegen war eine
Belichtugszeit von 632 s vonno¨ten, um einen a¨hnlichen Zustand zu erreichen.
Dieser Vergleich zeigt ganz deutlich auf, dass die Protein-interne Reduktion des
Kofaktors FMN durch die Einfu¨hrung der Aminosa¨ure Cytein an Position 101
erheblich beschleunigt wurde. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass dem
Cystein 101 die Rolle einer redoxaktiven Aminosa¨ure zukommt, die ein Elektron
auf das Flavin u¨bertra¨gt. Dieses Experiment beweist also, dass Cystein mit der
aliphatischen Thiolfunktion in der Seitenkette bei Belichtung bereits bei einem
Abstand von etwa 5 A˚ dazu in der Lage ist, in einer raschen Reaktion ein Elek-
tron an das im Triplettzustand befindliche FMN abzugeben. Im Hinblick auf den
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Abbildung 4.34: Der Quotient E443(t)
E0
443
aufgetragen gegen die angewendete Belichtungszeit.
Reaktionsmechanismus der Adduktbildung im Wildtyp - der ja im Fokus dieser
Arbeit steht - bedeutet dies, dass ein solcher Elektronen-Transfer erst recht und
noch leichter vonstatten gehen sollte, wenn das Cystein noch na¨her am FMN
ist. Es ist somit also durchaus plausibel, dass auch das Cystein 57 im Wildtyp
ein Elektron auf den Triplett-Chromophor 3FMN u¨bertra¨gt. Die daraus resultie-
renden Radikale wu¨rden dann zum Addukt rekombinieren. Man kann allerdings
basierend auf diesen Messungen nicht ausschließen, dass ein konzertierter Bil-
dungsmechanismus bei dieser großen Na¨he nicht noch schneller ablaufen wu¨rde.
Das vorliegende Experiment stellt damit einen weiteren Hinweis auf einen radi-
kalischen Mechanismus dar, es ist aber kein definitiver Beweis.
4.10 Zusammenfassende Diskussion
Der Signalzustand, der in LOV-Doma¨nen auf die Einstrahlung von blauem Licht
hin gebildet wird, wurde als kovalentes Addukt zwischen dem C(4a) des Kofak-
tors FMN und dem Schwefelatom des reaktiven Cysteins 57 identifiziert. Es ist
allgemein akzeptiert, dass der Triplett-Zustand des FMN ein Intermediat auf dem
Weg zum Addukt ist, der weitere Reaktionspfad zwischen Triplett-Zustand und
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Addukt ist allerdings bislang nicht u¨berzeugend aufgekla¨rt. Diese photochemische
Reaktion beinhaltet die Schritte:
• Bruch der S-H-Bindung im Cystein
• Ausbildung der neuen Bindungen: S-C(4a) sowie N(5)-H
• intersystem crossing vom Singulett- zum Triplett-Zustand.
Angesichts der Komplexita¨t dieser Photoreaktion erscheint ein konzertierter Me-
chanismus, demzufolge alle Schritte simultan ablaufen (vgl. [24], [33]), als eher
unwahrscheinlich. Vo¨llig offen bleibt bei diesem Vorschlag die Frage, wie das Sy-
stem durch intersystem crossing in den Singulett-Grundzustand zuru¨ckkehrt.
Als weitere Mo¨glichkeit wurde ein ionischer Mechanismus (vgl. [28], [32]) vor-
geschlagen, wonach sich im Triplett-Zustand die pKa-Werte der Thiolfunktion
des Schwefels bzw. der N(5)-H-Gruppe des FMN so vera¨ndern, dass der Thiol-
Schwefel sein Proton auf den Stickstoff N(5) u¨bertra¨gt. Dann greift, so die An-
nahme, der Thiolat-Schwefel den nun positiv geladenen N(5) nukleophil an. Auch
in diesem Fall ist fraglich, wann das System in den Singulett-Zustand u¨bergeht.
Geschieht dieser U¨bergang vor dem nukleophilen Angriff, so mu¨sste der dann
folgende Angriff schneller verlaufen als die Sa¨ure-Base-Reaktion zwischen proto-
niertem Stickstoff N(5) und dem Thiolat-Schwefel. Die pKa-Werte von Thiolen
liegen ja um 8 und der des FMN N(5) im Grundzustand in Wasser bei etwa 0, so
dass erwartungsgema¨ß im Grundzustand der Schwefel protoniert vorliegt und der
Stickstoff N(5) unprotoniert. Wu¨rde das System wiederum nach dem nukleophi-
len Angriff in den Singulett-Zustand zuru¨ckkehren, dann mu¨sste sich das Addukt
folglich im Triplett-Zustand bilden. Dies ist allerdings unwahrscheinlich, da der
Triplett-Zustand des Addukts energetisch ho¨her liegen sollte als der der getrenn-
ten Spezies.
Als dritte Alternative wurde ein u¨ber radikalische Intermediate verlaufender Me-
chanismus formuliert (vgl. [39], [40], [26], [42], [43], [44], [46], [48] [49],[47]). Da-
bei ist zum einen denkbar, dass sich zuerst entweder durch den Transfer eines
Wasserstoffatoms oder durch sukzessiven Elektronen- und Protonen-Transfer das
neutrale Semiquinonradikal bildet. Durch Radikal-Rekombination ko¨nnte dann
das Addukt entstehen. Zum anderen wird diskutiert, dass zuna¨chst aus einem
132 Kapitel 4 Ergebnisse und Diskussion
reinen Elektronen-Transfer ein Paar geladener Radikale hervorgeht, das dann zu
einem zweifach geladenen Addukt rekombinieren ko¨nnte. Aus einem abschließen-
den Protonen-Transfer wu¨rde das ungeladene Addukt resultieren. Wichtig ist,
dass im Falle dieser radikalischen Intermediate der notwendige Schritt des inter-
system crossing vom Triplett- zum Grundzustand wa¨hrend der Lebensdauer der
Radikale erfolgen ko¨nnte.
Ziel vorliegender Studie war es, einen neuerlichen Beitrag zur Aufkla¨rung dieses
Mechanismus zu liefern. Dabei sollten in Belichtungsexperimenten mit einem von
uns konzipierten Modellsystem speziell die Intermediate des von uns favorisierten
radikalischen Reaktionsweges isoliert und charakterisiert werden. Im folgenden
abschließenden Kapitel sollen nun die Ru¨ckschlu¨sse diskutiert werden, die die ge-
schilderten Experimente und ihre Analysen v.a. im Hinblick auf den besagten
Mechanismus der Photoadduktbildung in LOV-Doma¨nen zulassen.
Ausgangspunkt der Argumentation ist das Belichtungsexperiment der LOV-
Doma¨ne mit EDTA, einem in der Literatur seit langem bekannten Reduktionsmit-
tel von Flavoproteinen [15]. In U¨bereinstimmung mit einem fru¨heren Experiment
von Kottke et al. [41] wurde dabei die U¨bertragung eines Elektrons sowie eines
Protons auf das in den Triplett-Zustand angeregte FMN beobachtet, also die Pho-
toreduktion der LOV-Doma¨ne zum neutralen Semiquinonradikal. Wird dieselbe
LOV-Doma¨ne dagegen einer chemischen Reduktion durch das Agens Natrium-
Dithionit (Na2S2O4) unterzogen, so entsteht in einem Zwei-Elektronen-Transfer
das Anion des vollsta¨ndig reduzierten Hydrochinons FMNH−. Im Einzelnen be-
schreiben wir die von uns beobachtete Reaktion als Zwei-Elektronen-Ein-Proton-
Reaktion, in der sich an den Transfer des ersten Elektrons unmittelbar eine Pro-
tonierung und dann der U¨bertrag eines zweiten Elektrons anschließt [80]. Photo-
chemische und chemische Reduktion der C57G-Mutante von LOV1 fu¨hren somit
zwei unterschiedlichen Mechanismen folgend zu zwei verschiedenen Reaktions-
produkten. Was den Mechanismus der photochemischen Reduktion anbelangt,
wurde bisher basierend auf einer Studie aus dem Jahr 1978 angenommen, dass
zuna¨chst freies Flavin in Lo¨sung durch EDTA zum Hydroflavin FMNH2 durchre-
duziert wird, und dass dieses dann in einer Dunkelreaktion das Protein-gebundene
FMN zum Semiquinonradikal FMNH· reduziert [78]. In unserer aktuellen Studie
aus dem Jahr 2007 zweifeln wir jedoch diese Interflavin-Redoxreaktion zwischen
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freiem und Protein-gebundenem FMN als bevorzugten Elektronen-Transfer-Weg
zumindest fu¨r den Fall der LOV-Doma¨nen an. Wir halten es fu¨r wahrscheinli-
cher, dass in dieser Art von Flavoproteinen das EDTA-Moleku¨l dem Protein-
gebundenem Flavin nahe genug kommt, um direkt ein Elektron auf das in den
Triplett-Zustand angeregte FMN u¨bertragen zu ko¨nnen [80].
Im na¨chsten Schritt der vorliegenden Studie wurde der Donor EDTA durch alipha-
tische Merkaptane ersetzt, schließlich besitzt das in der Photoreaktion des Wild-
typs involvierte Cystein 57 an seiner Seitenkette eine -CH2-SH-Gruppe. Bringt
man diese Art von Moleku¨len mit der C57G-Mutante der LOV1-Doma¨ne zur Re-
aktion, dann schafft man somit ein den natu¨rlichen Verha¨ltnissen na¨her kommen-
des Modell. Wie bereits Guo in einem zwar einfacheren, aber doch a¨quivalenten
Experiment aus dem Jahre 2005 zeigte [81], stellt diese Klasse der aliphatischen
Merkaptane grundsa¨tzlich ausreichend starke Reduktionsmittel dar, um in a¨hn-
licher Weise wie EDTA ein Elektron auf das 3FMN u¨bertragen zu ko¨nnen.
Verwendet man dabei speziell die naheliegenden, da in proteinbiochemischen La-
boren oft eingesetzten Merkaptane β-Merkaptoethanol (β-ME) oder Dithiothrei-
tol (DTT), so stellt man fest, dass diese Reagenzien beide gleichermaßen zum
Kofaktor FMN weit genug vordringen ko¨nnen, um ein Elektron an ihn abzuge-
ben. Man erreicht somit auch beim U¨bergang zu dem deutlich volumino¨seren,
da aus zwei β-ME-Einheiten aufgebauten DTT nicht, dass es aufgrund von zu
großem sterischen Anspruch ga¨nzlich aus der Bindungstasche ausgeschlossen ist,
dass also kein Elektronen-Transfer mehr mo¨glich ist. Hat man dabei die oben
zitierte Publikation von No¨ll et al. im Hinterkopf, so ist dies auch zu erwarten,
da diese Autoren ja postulieren, dass auch das nochmal deutlich gro¨ßere EDTA
direkt ein Elektron auf den Kofaktor FMN u¨bertra¨gt [80]. In Abbildung 4.35 sind
die Strukturformeln der einzelnen Moleku¨le dargestellt, um einen Vergleich ihrer
jeweiligen Gro¨ßen zu ermo¨glichen. An dieser Stelle bleibt die Frage offen, ob der
Transfer eines Elektrons ga¨nzlich unterbunden werden kann, wenn der organische
Rest des Merkaptans nur groß genug gewa¨hlt wird. Betrachtet man dies jedoch
im Lichte der soeben erwa¨hnten Argumentation von No¨ll et al. [80], dann mu¨sste
dieser Rest schon recht groß ausfallen. Dann wiederum wa¨re die Anwesenheit
zusa¨tzlicher polarer funktioneller Gruppen vonno¨ten, da anzunehmen ist, dass
eine Verbindung mit der SH-Funktion als einzige partiell geladene Gruppe nicht
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Abbildung 4.35: Strukturformeln von β-Merkaptoethanol (β-ME), Dithiothreitol (DTT) und
EDTA (ethylene-diamine-tetraacetic-acid).
in Wasser lo¨slich ist.
Mo¨chte man nun in die andere Richtung des Spektrums an mo¨glichen Merkap-
tanen gehen, mo¨chte man also den organischen Rest minimieren, dann gelangt
man schließlich zu Methylmerkaptan (MM), in dem lediglich eine CH3-Gruppe an
die Thiolfunktion gebunden ist. Durch Belichten der C57G-Mutante der LOV1-
Doma¨ne aus C. reinhardtii in Gegenwart dieses aliphatischen Merkaptans MM,
konnte in vorliegender Studie erstmalig aufgezeigt werden, dass dieses sehr kleine
Moleku¨l nicht nur dazu in der Lage ist, ein Elektron an den Kofaktor FMN
abzugeben, sondern dass es außerdem weit genug in die Bindungstasche der
Doma¨ne vordringt, dass es eine kovalente Bindung zum FMN ausbilden kann.
Die Identifizierung dieses dem Signalzustand der wildtypischen LOV1-Doma¨ne
analogen Addukts aus FMN und MM gelang mit Hilfe der UV/Vis- sowie der
CD-Spektroskopie.
In diesem Zusammenhang ist eine Untersuchung von Alexandre et al. aus dem
Jahre 2007 von großem Interesse [91], in der berichtet wird, dass die thermische
Ru¨ckreaktion zum Dunkelzustand in der wildtypischen LOV2-Doma¨ne aus A. sa-
tiva durch Imidazol katalysiert wird. Im ersten Schritt des von diesen Autoren
postulierten ionischen Reaktionsmechanismus greift das einsame Elektronenpaar
des Stickstoff-Atoms des Imidazols das Proton des Stickstoffs N(5) des FMN an
und bindet es, so dass ein positiv geladenes Imidazol ImH2
+ entsteht. Dann bil-
den die frei gewordenen Elektronen aus der urspru¨nglichen N(5)-H-Bindung eine
Doppelbindung zwischen N(5) und C(4a) des FMN aus, was in einem Bruch der
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Abbildung 4.36: Strukturformel von Imidazol.
C(4a)-S-Bindung und der Ausbildung eines Thiolat-Anions resultiert. Schließlich
wird dieses Cystein-Anion vom positiv geladenen Imidazol ImH2
+ protoniert,
wodurch das nicht-kovalent gebundene FMN und das Imidazol regeneriert wer-
den. Diesem Mechanismus liegt also explizit die Annahme zugrunde, dass ein
Imidazol-Moleku¨l so tief in die Bindungstasche der LOV-Doma¨ne einzudringen
vermag, dass es das N(5)-Proton des FMN abstrahieren kann. Diese Vorstellung
ist allerdings nur schwerlich mit der weiter oben angestellten Vermutung zu ver-
einbaren, dass bereits das Moleku¨l β-ME sterisch zu anspruchsvoll ist, als dass es
zur Ausbildung einer kovalenten Bindung mit dem C(4a)-Kohlenstoff des FMN
in die Bindungstasche vordringen ko¨nnte. Die Abbildungen 4.35 und 4.36 sollen
anhand der jeweiligen Strukturformeln einen Eindruck von den Gro¨ßenverha¨lt-
nissen dieser beiden Spezies vermitteln und auf diese Weise den Widerspruch
verdeutlichen. Man ko¨nnte ins Feld fu¨hren, dass β-ME neben der Thiolfunkti-
on als weitere funktionelle Gruppe die sehr polare OH-Funktion besitzt, die in
Wechselwirkung mit Teilen der Protein-Doma¨ne treten und somit ein ausreichend
tiefes Eindringen verhindern ko¨nnte. Allerdings weist auch der Fu¨nfring des Imi-
dazols zwei Heteroatome auf, darunter die NH-Funktion, die sterisch nicht minder
anspruchsvoll sein sollte. Zudem beobachtete auch Guo in einem a¨hnlichen, je-
doch stark vereinfachten Experiment mit Etanthiol (CH3-CH2-SH) als externe
Reagenz - die also die fragliche OH-Funktion nicht entha¨lt - lediglich die Ausbil-
dung eines Semiquinonradikals [81]. Abgesehen von der Frage der funktionellen
Gruppen sollte eine cyclische und damit wohl eher scheibenfo¨rmige Verbindung
generell ein gro¨ßeres Volumen in Anspruch nehmen als ein lineares und somit
gestrecktes Moleku¨l.
Die im Einzelnen im Falle der Reagenz MM registrierten Beobachtungen ko¨nnen
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Abbildung 4.37: Der Mechanismus der Photoreduktion von FMN mit MM: Gestrichelte Pfeile
stellen Reaktionen außerhalb des Proteins dar, der dicke Pfeil steht fu¨r die durch die Protein-
Hu¨lle gelenkte Reaktion.
in dem in Abbildung 4.37 dargestellten Reaktionsmechanismus zusammengefasst
werden. Durch Belichten mit Licht einer Wellenla¨nge von etwa 460 nm wird das
FMN in den ersten angeregten Singulett-Zustand u¨berfu¨hrt, der durch intersy-
stem crossing innerhalb von Nanosekunden in den niedrigsten Triplett-Zustand
u¨bergeht [26]. Die reaktive Triplett-Spezies 3FMN abstrahiert ein Wasserstoffa-
tom von MM (CH3-SH), was zu den Produkten CH3S· und FMNH· fu¨hrt. Diese
Reaktion kann auch in zwei separaten Schritten ablaufen, na¨mlich der Sequenz
aus einem Elektronen- und einem Protonen-Transfer. Innerhalb des Proteins muss
das Proton nicht von der Spezies CH3SH·
+ herru¨hren, sondern kann auch von ei-
ner Aminosa¨ure stammen. Fu¨r einen prima¨ren Elektronen-Transfer anstelle der
Abstraktion eines Wasserstoffatoms spricht die Tatsache, dass eine Adduktbil-
dung in der C57M-Mutante abla¨uft [41], nicht aber in der C57S-Mutante [41].
Diese unterschiedliche Reaktivita¨t von -CH2-OH (C57S) einerseits und S-CH3
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(C57M) bzw. -CH3-SH (Wildtyp) andererseits ist eben nachzuvollziehen, wenn
man von einem prima¨ren Elektronen-Transfer ausgeht. Dann na¨mlich la¨sst sich
die erho¨hte Aktivierungsenergie fu¨r den Fall des Serins damit erkla¨ren, dass die
Ionisierungsenergie des Serins viel ho¨her ist als die des Cysteins oder des Me-
thionins.
Die beiden Radikale CH3S· und FMNH· mu¨ssen innerhalb der Doma¨ne nicht
in unmittelbarer Na¨he zueinander gebildet werden. Folglich mu¨ssen neben der
Adduktbildung durch Rekombination dieser Radikale andere Reaktionen in Be-
tracht gezogen werden. Zwei CH3S·-Radikale ko¨nnen rekombinieren und zum
stabilen Disulfid CH3-S-S-CH3 abreagieren. In Sauerstoff-haltiger Lo¨sung wird
FMNH· rasch durch molekularen Sauerstoff zum FMN zuru¨ckoxidiert. Außerhalb
des Proteins ko¨nnen zwei FMNH·-Radikale disproportionieren zum FMN und der
vollsta¨ndig reduzierten Hydroquinonform, die bei pH 8.0 in der deprotonierten
Form FMNH− vorliegen sollte. Eine solche Disproportionierung ist allerdings in-
nerhalb des Proteins nicht mo¨glich aufgrund der sterischen Zwa¨nge, die durch die
Protein-Umgebung auferlegt werden. Wenn folglich in der unmittelbaren Na¨he
eines FMNH·-Radikals keine CH3S·-Spezies verfu¨gbar ist, wird sich letztere Ver-
bindung als Nebenprodukt anha¨ufen. Dies wird tatsa¨chlich entweder nach sehr
langer Belichtung beobachtet, sobald aller Sauerstoff verbraucht wurde, oder so-
fort, wenn in Sauerstoff-freier Lo¨sung experimentiert wird. Treffen sich dagegen
die zwei Radikale CH3S· und FMNH·, so kann das Addukt gebildet werden. Die-
se erst durch die Protein-Umgebung ermo¨glichte Reaktion wird in Abbildung
4.37 durch den großen Pfeil symbolisiert. Eine Protonierung des Addukts am
Schwefelatom resultiert in einem spontanen Zerfall ohne Barriere in CH3-SH und
FMNH+, wie entsprechende ab initio-Rechnungen auf einem RHF- und DFT-
B3LYP-Niveau mit einem 6-31G∗∗-Basissatz ergeben. Eine Deprotonierung des
Addukts an N(5) fu¨hrt solchen Berechnungen zufolge zu einer Zersetzung ohne
Barierre in FMN und das Thiolat-Anion CH3-S
−. Die zitierten Berechnungen
wurden von Herrn Prof. Dr. B. Dick mit dem Programm GAMESS [92] durch-
gefu¨hrt.
Wichtig ist an dieser Stelle noch einmal zu betonen, dass die Protein-Hu¨lle zum
einen die Adduktbildung zwischen FMN und MM u¨berhaupt erst ermo¨glicht, dass
sie also die Reaktion in diese Richtung lenkt. Zum anderen kommt der Protein-
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Umgebung die Funktion zu, das einmal gebildete Photoaddukt zu stabilisieren:
Entfernt man die Doma¨ne, zerfa¨llt es sofort.
Was bedeuten diese Beobachtungen nun fu¨r den im Fokus dieser Arbeit stehenden
Mechanismus der Photoadduktbildung in LOV-Doma¨nen? Offensichtlich u¨ber-
tra¨gt das aliphatische Merkaptan CH3-SH bei gro¨ßerer Entfernung zum Kofaktor
FMN ein Elektron auf ihn unter Ausbildung des neutralen Semiquinonradikals
FMNH·. Ist es nahe genug am Chromophor, bildet es das bekannte Addukt mit
einer echten kovalenten Bindung zwischen seinem Schwefel und dem C(4a) des
FMN aus. Die entscheidende Frage an dieser Stelle lautet also: Ist das Radikal
tatsa¨chlich ein Intermediat auf dem Weg zum Addukt oder wird es vielmehr in
einer unabha¨ngigen Parallelreaktion gebildet? Gestu¨tzt auf die oben geschilder-
ten Erkenntnisse dieser Arbeit kann man es als durchaus plausibel bezeichnen,
dass der fragliche Elektronen-Transfer, da er doch schon bei weiterer Entfernung
abla¨uft, bei gro¨ßerer Na¨he erst recht und noch schneller vonstatten gehen und so
der Adduktbildung vorausgehen sollte. Man kann aber eben nicht ausschließen,
dass bei dieser Na¨he der Reaktionspartner ein anderer Mechanismus - speziell der
konzertierte - noch rascher ablaufen ko¨nnte. Somit stellt die skizzierte Argumen-
tationskette einen weiteren Hinweis, aber keinen definitiven Beweis fu¨r einen radi-
kalischen Mechanismus dar. Damit erscheint auch fu¨r die Cystein-Adduktbildung
in der wildtypischen LOV-Doma¨ne der radikalische Reaktionspfad als sehr wahr-
scheinlich, er ist aber nicht bewiesen.
Eine alternative Anna¨herung an diese Fragestellung erlaubte der erstmalige Ein-
satz der in dieser Arbeit neu pra¨parierten Doppelmutante LOV1 C57G L101C.
Durch den Vergleich der Belichtung der Einfachmutante LOV1 C57G ohne exter-
ne Donoren auf der einen Seite und der Doppelmutante LOV1 C57G L101C eben-
falls ohne von außen zugesetzte Reagenz auf der anderen Seite konnte eindeutig
aufgezeigt werden, dass der in der Doppelmutante neu eingefu¨hrte Cystein-Rest
101 bei Belichtung als redoxaktive Aminosa¨ure fungiert und ein Elektron auf den
Kofaktor FMN u¨bertra¨gt. Eine Adduktbildung analog zum Wildtyp bleibt dage-
gen aus, da die besagte Aminosa¨ure dafu¨r zu weit vom Reaktionspartner FMN
entfernt ist. Dieses Experiment la¨sst es folglich wiederum als sehr plausibel er-
scheinen, dass dieser Elektronen-Transfer bei gro¨ßerer Na¨he - die ja im Falle des
Cysteins 57 im Wildtyp gegeben ist - erst recht und noch schneller ablaufen und
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so der Adduktbildung vorangehen sollte. Es liefert allerdings keine weitere oder
gar definitive Aufkla¨rung in der bereits am Ende obiger Argumentation offen
gebliebenen Frage, ob bei dieser Na¨he nicht ein anderer Reaktionsmechanismus
noch rascher vonstatten geht. Diese Frage kann also auch am Ende vorliegender
Studie nicht beantwortet werden.
Als Fazit aus den geschilderten Experimenten und U¨berlegungen postulieren wir
somit, dass die Photoadduktbildung im Wildtyp der LOV-Doma¨ne u¨ber densel-
ben radikalischen Mechanismus verla¨uft wie in dem System LOV1 C57G/MM.
Eine explizite Unterscheidung zwischen den dabei denkbaren Wegen - simulta-
ner U¨bertrag eines Wasserstoffatoms bzw. sukzessiver Elektronen- und Protonen-
Transfer bzw. prima¨rer reiner Elektronen-Transfer, Rekombination der Radikale,
abschließender Protonen-Transfer - ist basierend auf unseren Experimenten nicht
mo¨glich.
Zusammenfassung
Viele Organismen benutzen Phototropine (Phot-Proteine) als Blaulicht-
Photorezeptoren, um auf die Lichtverha¨ltnisse ihrer Umgebung zu reagieren.
Diese Proteine bestehen aus zwei LOV-Doma¨nen (light, oxygen, voltage) und
einer Serin/Threonin-Kinase-Doma¨ne. Jede LOV-Doma¨ne bindet nicht-kovalent
ein Moleku¨l Flavinmononukleotid (FMN) als Chromophor. Nach Absorption
eines Photons (λ < 470 nm) wird ein Signalzustand gebildet, der als kovalentes
Addukt des FMN an eine Cystein-Seitenkette identifiziert wurde. Dabei tritt
der Triplett-Zustand 3FMN als Intermediat auf. Dieser U¨bergang vom Triplett-
Zustand zum Addukt ist bislang nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt, neben einem
konzertierten und einem ionischen Reaktionsmechanismus wird insbesondere ein
radikalischer Reaktionspfad diskutiert.
Zielsetzung vorliegender Arbeit war es, einen neuen Beitrag zur Aufkla¨rung
dieses Mechanismus der Photoadduktbildung in LOV-Doma¨nen zu liefern. Zu
diesem Zweck wurde als Modellsystem fu¨r den natu¨rlichen sensorischen Apparat
die C57G-Mutante der LOV1-Doma¨ne des Phot-Proteins aus der Gru¨nalge
Chlamydomonas reinhardtii, in der aufgrund des Austausches des reaktiven
Cysteins 57 gegen Glycin die natu¨rliche Photoreaktion unterbunden ist, in
Gegenwart von externen Reagenzien, die die Rolle des Cysteins 57 u¨bernehmen
sollten, belichtet. Auf diese Weise sollten speziell die Intermediate des von uns
favorisierten radikalischen Mechanismus isoliert und charakterisiert werden.
Zu Beginn der Studie wurde die LOV1-Doma¨ne unter anaeroben Bedingungen
in Gegenwart der externen Reagenz EDTA mit blauem Licht bestrahlt. Auf
diese in der Literatur seit langem bekannte Photoreduktion eines Flavoproteins
durch EDTA wurde zuru¨ckgegriffen, um zuna¨chst Gestaltung, Durchfu¨hrung und
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Auswertung des die Grundlage dieser Arbeit bildenden Belichtungsexperiments
zu etablieren. Das entsprechende Experiment mit einer EDTA-Konzentration
von 10 mM ergab, dass die LOV1-Doma¨ne bei einer Gesamtbelichtungsdauer
von 47.6 s durch EDTA zum neutralen Semoquinonradikal reduziert wird. Der
Elektronen-Donor EDTA u¨bertra¨gt ein Elektron auf den im Triplett-Zustand
befindlichen Chromophor 3FMN, das Proton kann vom EDTA, vom Protein oder
aus der wa¨ssrigen Umgebung herru¨hren.
Um den natu¨rlichen Verha¨ltnissen der LOV-Doma¨ne na¨her zu kommen, wurde
im zweiten Schritt das aliphatische Merkaptan β-Merkaptoethanol (β-ME)
als externes Reagenz eingesetzt. Die Seitenkette des reaktiven Cysteins 57
besitzt ja eine solche aliphatische Thiolfunktion -CH2-SH. Die Kombination
C57G/β-ME zeigte bei einer Gesamtbelichtungszeit von 193.1 s, dass auch dieses
aliphatische Merkaptan dazu in der Lage ist, die LOV1-Doma¨ne zum neutralen
Semiquinonradikal zu photoreduzieren. Analog zum EDTA, so nehmen wir an,
gibt der Thiol-Schwefel des β-ME ein Elektron an 3FMN ab, die genaue Quelle
des Protons ist nicht bekannt.
Auch bei Verwendung des aus zwei β-ME-Einheiten aufgebauten Dithiothreitol
(DTT) als externe Reagenz wurde bei einer Belichtungszeit von 53 s die
Ausbildung des neutralen Semiquinonradikals beobachtet. Der U¨bergang zu
diesem volumino¨seren Merkaptan bewirkte also nicht, dass die Spezies aus
sterischen Gru¨nden so weit von der Bindungstasche ferngehalten wird, dass sie
kein Elektron mehr u¨bertragen kann. An dieser Stelle bleibt die Frage offen, ob
dieser Effekt erreicht werden kann, wenn man das Merkaptan nur groß genug
wa¨hlt.
Geht man dagegen in die entgegengesetzte Richtung, minimiert man also die
Gro¨ße des Merkaptans, indem man das lediglich eine CH3-Gruppe besitzende
Methylmerkaptan (MM) verwendet, so tritt sehr wohl eine Vera¨nderung im
Reaktionsgeschehen ein: MM dringt, so unsere Interpretation, weit genug zum
Chromophor FMN vor, um eine kovalente Bindung seines Schwefels an den
Kohlenstoff C(4a) auszubilden. Bei Zusatz von MM zu LOV1 bildet sich ein
Gleichgewicht aus zwischen solchen Doma¨nen, die ein Moleku¨l MM in ihre
Bindungstasche aufgenommen haben, und solchen, deren Bindungstasche “leer”
ist. Belichtet man nun das System C57G/MM, dann reagieren die “gefu¨ll-
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ten” Doma¨nen mit “ihrem” MM-Moleku¨l zum Addukt, wa¨hrend die “leeren”
Doma¨nen durch MM aus der na¨heren Umgebung zum neutralen Semiquinonra-
dikal reduziert werden. In Gegenwart von Sauerstoff ist das Radikal nicht stabil,
dann ist diese Reaktion also reversibel. Daher kann bei aerober Belichtung,
ausschließlich und in großer Menge Addukt gebildet werden, da ja zuna¨chst
gebildetes Radikal wieder reoxidiert werden kann, und die entsprechenden
Doma¨nen dann ihrerseits MM aufnehmen und zum Addukt abreagieren ko¨nnen.
Bei anaerober Reaktionsfu¨hrung dagegen sind einmal gebildete Radikale stabil
und somit von der Adduktbildung ausgeschlossen, man erha¨lt somit neben dem
Addukt etwa in gleicher Menge das Radikal. Der Unterschied zwischen aerobem
und anaerobem Experimentieren zeigt auf, dass es sich bei besagtem Gleichge-
wicht um ein dynamisches Gleichgewicht handelt: Es liegt also auch bei großem
U¨berschuss nicht vollsta¨ndig auf der Seite der “gefu¨llten” Doma¨nen, sondern
diese werden bei Verbrauch durch die Adduktbildung sukzessive nachgebildet.
Die Belichtungsdauer bei den MM-Experimenten lag zwischen 20 und 90 s.
Die Identifizierung des fraglichen Photoaddukts aus FMN und MM gelang mit
Hilfe der UV/Vis-Absorptions- sowie der CD-Spektroskopie. Ein massenspek-
trometrischer Nachweis war dagegen nicht mo¨glich aufgrund der Instabilita¨t
des Addukts und der Aggregierungs-Neigung der LOV-Doma¨ne. Eine Untersu-
chung der Langzeitstabilita¨t des Protein-gebundenen Addukts ergab, dass das
unnatu¨rliche Addukt im Gegensatz zum Addukt des Wildtyps, das innnerhalb
von Minuten zerfa¨llt, u¨ber mehrere Stunden hin stabil ist. Denaturierungs-
Experimente mit dem MM-Photoaddukt deckten auf, dass das Addukt zerfa¨llt,
sobald man die schu¨tzende Protein-Hu¨lle entfernt. Die Belichtung von freiem
FMN in Gegenwart von MM offenbarte, dass das Addukt erst gar nicht gebildet
wird ohne die umgebende LOV-Doma¨ne. Dann na¨mlich entsteht in einer Re-
doxreaktion das vollsta¨ndig reduzierte Hydrochinon. Der Protein-Hu¨lle kommt
somit sowohl die Aufgabe zu, die Reaktion in Richtung Addukt zu lenken als
auch die Stabilita¨t des Addukts zu gewa¨hrleisten.
Was den Mechanismus dieser Adduktbildung anbelangt, lautet ein plausibler
Deutungsversuch, dass das MM, das ja offensichtlich aus gro¨ßerer Entfernung ein
Elektron auf den Chromophor FMN u¨bertra¨gt, dies erst recht und noch rascher
tut, wenn es sich in der Bindungstasche in unmittelbarer Na¨he des FMN befindet.
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Die daraus resultierenden Radikale ko¨nnten dann zum Addukt rekombinieren.
Dieser Argumentation folgend postulieren wir fu¨r den Bildungsmechansimus
im Wildtyp einen analogen Verlauf u¨ber radikalische Intermediate. Dabei kann
basierend auf unseren Experimenten nicht unterschieden werden zwischen den
drei denkbaren Reaktionswegen: Direkter Transfer eines Wasserstoff-Atoms
und Rekombination bzw. sukzessiver Elektronen- und Protonen-Transfer und
Rekombination bzw. prima¨rer Elektronen-Transfer, Rekombination und finaler
Protonen-Transfer. Die geschilderten Experimente lassen einen radikalischen
Reaktionsweg als wahrscheinlich erachten, beweisen ihn aber nicht definitiv. Es
ist na¨mlich nicht auszuschließen, dass Addukt und Radikal in zwei unabha¨ngigen
Parallelreaktionen gebildet werden, dass also bei der großen Na¨he von FMN und
MM innerhalb der Bindungstasche ein anderer Mechanismus wie der konzertierte
noch schneller abla¨uft.
Belichtungsexperimente mit den Systemen LOV1 C57G/Dimethylsulfid sowie
LOV1 C57S/Methylmerkaptan ergaben in beiden Fa¨llen, dass das Flavoprotein
jeweils durch den externen Donor zum neutralen Semiquinonradikal reduziert
wird. Das externe Reagenz kommt also in beiden Systemen nahe genug heran, um
ein Elektron zu u¨bertragen, dringt aber nicht tief genug vor, um eine kovalente
Bindung zum Chromophor FMN auszubilden.
Erstmalig wurde in vorliegender Arbeit die Doppelmutante LOV1 C57G L101C
eingesetzt, in der neben der schon vorgestellten Aminosa¨ure Glycin 57 an
Position 101 ein zusa¨tzliches Cystein eingebaut ist. Dieser Proteinbaustein ist
so positioniert, dass er einerseits nahe genug am FMN ist, um ein Elektron
u¨bertragen zu ko¨nnen, dass er aber andererseits kein Addukt bilden kann. Bei
Belichtung dieser Mutante ohne externen Donor war festzustellen, dass das neu
eingefu¨hrte Cystein tatsa¨chlich als redoxaktive Aminosa¨ure ein Elektron auf das
FMN u¨bertra¨gt. Auch diese Reaktion kann als Hinweis auf einen radikalischen
Bildungsmechanismus im System C57G/MM sowie im Wildtyp gewertet werden,
da man sie in dem Sinne interpretieren kann, dass in dieser Doppelmutante die
Adduktbildung auf der Stufe des Radikals “eingefroren” wurde. Ein Elektronen-
Transfer sollte ja bei der gro¨ßeren Na¨he des Cysteins 57 im Wildtyp erst recht
und noch schneller vonstatten gehen. Allerdings liefert auch dieses Experiment
keine definitive Auskunft in der Frage, ob ein alternativer Reaktionspfad bei der
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großen Na¨he von FMN und Cystein in der Bindungstasche nicht noch schneller
abla¨uft.
Die fu¨r die Doppelmutanten LOV1 C57G L101C, LOV1 C57G L60C, LOV1 C32S
C57G und LOV1 F41Y C57G kodierende Plasmide wurde im Rahmen vorliegen-
der Arbeit ausgehend von dem der C57G-Mutante zugrundeliegenden Plasmid
durch die Methode der ortsgerichteten Mutagenese durch U¨berhangverla¨ngerung
pra¨pariert. Das Vorliegen der richtigen Nukleinsa¨ure-Sequenzen wurde mit Hilfe
einer Sequenzierung durch die Firma Eurofins MWG Operon in Martinsried nach-
gewiesen. Zur Expression der Doppelmutanten in E. coli und Isolierung mittels
Affinita¨tschromatographie wurde ein von Tina Schiereis urspru¨nglich fu¨r LOV1
C57G entwickeltes Protokoll angewendet. Dabei zeigt sich, dass im Falle der Mu-
tanten LOV C57 G L101C und LOV1 C32S C57G intakte Protein-Doma¨nen
isoliert werden konnten, wa¨hrend bei LOV1 F41Y C57G ein Gemisch aus kor-
rekten Doma¨nen mit solchen Doma¨nen festgestellt wurde, die den Chromophor
FMN unspezifisch gebunden haben. Was LOV1 C57G L60C anbelangt, konnte
zwar mittels SDS-PAGE das Vorliegen eines Proteins passender Gro¨ße nachge-
wiesen werden, aber die UV/Vis-Spektroskopie ergab keinen Hinweis auf einen
richtig gebundenen Chromophor. Hinsichtlich der zuletzt genannten Mutanten
bleibt die Frage offen, ob sie generell aufgrund der anvisierten Mutationen nicht
korrekt exprimiert werden ko¨nnen oder ob man lediglich die Bedingungen opti-
mieren mu¨sste.
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Anhang A Abku¨rzungen und Trivialnamen
AMP Ampicillin
APS Ammoniumperoxodisulfat
A. capillus-veneris Adiantum capillus-veneris
A. thaliana Arabidopsis thaliana
A. sativa Avenis sativa
a. u. willku¨rliche Einheiten (arbitrary units)
BLUF Blue light sensing using FAD
C. reinhardtii Chlamydomonas reinhardtii
CD-Spektroskopie Circulardichroismus-Spektroskopie







E. coli Escherichia coli
FAD Flavinadenindinukleotid
FKF1 Flavin-binding, Kelch repeat, F-box protein
FMN Flavinmononukleotid
HindIII Haemophilus influenzae Rd




LED Light emitting diode













SOB Super optimal broth
SOC = SOB + Glucose












a, b, c Primer
a, b, c Vektoren
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